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RESUMO

Realizou-se o presente estudo com o objetivo de comparar os efeitos de quatro
tratamentos oftalmicos tépicos sobre a cicatrizacdo de Ulceras corneanas
cirurgicamente produzidas em coelhos. A base do produto avaliado é o 6leo de
girassol, escolhido para esta fungdo em decorréncia de seu retrospecto positivo
sobre cicatrizacdo de ulceras indolentes em humanos e animais. O produto foi
formulado a partir do extrato oleoso de girassol puro em pomada oftalmica e colirio,
sendo este o veiculo para a diluicdo do ciprofloxacino 0,3% antibiotico quinolénico
presente na formulagdo. Como tratamento controle usou-se o ciprofloxacino 0,3%
isolado e com veiculo inerte (ciloxan®) e compararam-se os resultados com uma
formulacdo de ciprofloxacino 0,3% associada ao sulfato de condroitina 20%
(ciprovet®), para embasar a agao cicatrizante. Os resultados da comparacéo destes
quatro tratamentos demonstraram que tanto a pomada quanto o colirio formulados
com o Oleo de girassol cicatrizaram as ulceras em tempo 30% menor em
comparacgao ao tratamento controle e com o mesmo tempo que a formulagcdo de
ciprofloxacino e condroitina, qualificando o 6leo de girassol como um veiculo
adequado ao tratamento de Ulceras corneanas em coelhos, pois abreviou
sensivelmente o periodo de cicatrizagdo das ulceras corneanas em comparagao a
um veiculo inerte produzindo efeitos similares aos de uma formulagao ja consagrada
para este fim, porém, com vantagens farmaco econdémicas.

Palavras chave: Ulceras de cérnea, oftalmologia, cicatrizagdo corneana, colirios
experimentais.



ABSTRACT

The present study was done as to compare the effects of four ophthalmic topic
treatments, about corneal ulcers healing chirurgic produced in rabbit's eyes. The
assessed product base is the sunflower oil, chosen for that matter for its positive
retrospect about indolent ulcers healing in humans and animals. The product has
compound from pure sunflower oil extract in ophthalmic ointment and eye drops. This
is the vehicle for the dilution of ciprofloxacin 0,3%, quinolonic antibiotic in the
formulation. As control treatment ciprofloxacin isolated (ciloxan®) and with inert
vehicle was used. The results were compared with a ciprofloxacin associate to
condroitin 20% (ciprovet®). The comparison results of this four treatments indicated
that either the ointment or the eye drops formulated with sunflower oil healed the
ulcers in 30% less time when compared to the control treatment and in as much time
as the ciprofloxacin plus condroitin formulation, classifying the sunflower oil as an
adequate vehicle for the treatment for corneal ulcers in rabbits, for it grows down the
corneal ulcers healing period when compared to inert vehicle. It's produced similar
effects when compared to a traditional formulation (ciprovet®), however with
farmacoeconimic advantages.

Key-words: Corneal ulcers, ophthalmology, corneal healing, experimental drop eyes.



1 INTRODUGAO

A cornea € vista como a porg¢ao optica mais importante do olho, por possuir a
capacidade de refracdo e transmissdo da luz, devido a sua curvatura e sua
transparéncia. Por isso, € importante o conhecimento das doencas e de seu
tratamento, para que as espécies tenham uma boa fungao ocular.

As Ulceras de cérnea sao lesdes graves que acometem praticamente todos os
animais domésticos e ao homem, apresentando-se normalmente contaminadas por
bactérias gram-negativas, como o Pseudomonas aeruginosa, que devido a sua
viruléncia e patogenicidade, tendem a agravar estas ulceras, através de seu efeito
colagenolitico. A cicatrizagao destas lesdes é fundamental para o desaparecimento
dos sinais clinicos e restabelecimento das fungdes normais da cornea.

Considerando o retrospecto do Oleo de girassol como substancia
notavelmente cicatrizante para tecidos cutaneos, cogitamos a hipétese de que este
principio repetiria, ao nivel de tecido corneo, alguns de seus efeitos de cicatrizagao,
tornando-se assim um aliado no controle desta lesdo, como veiculo de outras
drogas, tais como antibidticos, neste caso especificamente o cloridrato de
ciprofloxacino 0,3%, antibitico quinolénico que complementa as acdes cicatrizantes
do dleo de girassol com um amplo espectro bactericida.

Entendemos que esta lesdao ulcerativa carece de novos componentes
farmacoldégicos que se integrem ao arsenal ja existente, para continuamente
procurarmos novos € mais eficazes meios de combater lesbes ulcerativas

corneanas, tanto em animais como no homem.

1.1 OBJETIVO GERAL

Através de nossos estudos relativos aos tratamentos usuais de ulceragdes
corneanas em animais domésticos, demonstraremos que existem espacos
farmacolégicos a serem preenchidos em quesitos como o de um veiculo com maior
periodo de permanéncia sobre a cornea (maior biodisponibilidade oftalmica),
facilitando a posologia. Buscamos a atenuagdo nos custos do tratamento
implementado (fatores farmacoecondmicos relevantes em medicina veterinaria);

bioseguranca e alta tolerabilidade de preparag¢des oftalmoldgicas para o combate de
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ulceragées com as mais diversas etiologias e sobretudo, uma abreviagdo no periodo
de cicatrizacdo das ulceras corneanas em animais domeésticos, fator fundamental na
busca do sucesso terapéutico no manejo de ulceras corneanas.

Objetivaremos realizar um levantamento bibliografico apto sobre a alta
incidéncia e importancia clinica como emergéncia médica, das ulceragdes corneanas
nos animais domésticos, assim como 0s seus respectivos subtipos e tratamentos
convencionais indicados.

Com o intuito de desenvolver um colirio e uma pomada oftalmica que
possuem como veiculo o 6leo de girassol associado ao ciprofloxacino 0,3% e
compararmos seus efeitos cicatrizantes sobre Uulceras corneanas profundas
iatrogenicamente produzidas em coelhos, a outros dois tratamentos classicos ja
estabelecidos, como o colirio de ciprofloxacino 0,3% isolado (1), que sera o
tratamento controle pelo veiculo inerte e o colirio de ciprofloxacino associado com o
sulfato de condroitina A 20% (2), objetivamos demonstrar com este trabalho que o
oleo de girassol produz, sobre a cicatrizagado corneana, os mesmos efeitos classicos
ja consagrados no uso topico, no sentido de uma abreviagdo no periodo de
cicatrizacio de feridas e ulceras indolentes.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Pontuar as agdes sobre a cicatrizagdao corneana de um colirio e uma
pomada oftalmica compostos pelo 6leo de girassol, associado com ciprofloxacino
0,3% e comparar os seus efeitos terapéuticos sobre Ulceras corneanas profundas a
outros dois tratamentos oftalmicos ja consagrados para o mesmo objetivo, sendo
eles o colirio de ciprofloxacino 0,3% " isolado que sera tratamento controle e o colirio
de ciprofloxacino 0,3% associado com o sulfato de condroitina 20% 2.

- Avaliar o processo de desenvolvimento farmacotécnico e os resultados
terapéuticos de um colirio e pomada oftalmica, seguindo todas as etapas
farmacotécnicas classicas segundo os trabalhos de (NOGUEIRA et al., 1980),

compostos pelo 6leo de girassol, associado com ciprofloxacino 0,3%.

'Ciloxan®, laboratorio Alcon farmacéutico. Sdo Paulo - SP
“Ciprovet®, Labyes S.A. Buenos Aires, Argentina.
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- Considerar as possibilidades de industrializacdo e ou produgdo em
laboratorio de manipulacéo de estéreis do colirio e pomada oftalmica desenvolvidos,
sob os pontos de vista farmacotécnicos, farmacoeconémicos e terapéuticos.

- Concluir se o veiculo oleoso e o veiculo cremoso realmente diminuem a
frequéncia posoldgica do tratamento classico para ulceras corneanas.

- Avaliar as ag¢des do colirio e da pomada oftalmica sobre os animais tratados,

sob o ponto de vista terapéutico, tolerabilidade, rea¢des adversas e super-dosagem.
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2 PROPRIEDADES TERAPEUTICAS E FiSICO-QUIMICAS DO OLEO DE
GIRASSOL

O extrato da semente de girassol ou oleo de girassol, quando extraido a frio,
possui amplas indicagdes como suplemento nutricional e como agente antioxidante
(PRESS., 1975). Os mesmos autores observaram que o uso topico regular do 6leo
de girassol em seres humanos, aplicado em extremidades (maos e pés), proporciona
uma diminuigdo dos niveis de lipideos séricos de baixa densidade (LDL). Contudo,
apos esta constatagdo, o enfoque sobre as agdes orgénicas deste oOleo ficou
praticamente restrito ao ambito nutricional. Seus efeitos classicos foram amplamente
estudados sistemicamente, com experimentos realizados pelo uso oral, e ou,
associados a dietas alimentares especiais (PRESS., 1975).

Pesquisadores, descreveram os beneficios cicatriciais, quando do uso destes
compostos ricos em acidos graxos essenciais em lesbdes epidérmicas, tais como
escaras de decubito ou ulceras indolentes (DECLAIR e CARMONA., 1994; JEZYK et
al., 1977).

Estudos dermatologicos mais recentes confirmaram as ac¢des deste dleo rico
em triglicérides de cadeia média, como a base para o desenvolvimento de
compostos promotores da aceleracédo no processo de cicatrizacédo de lesdes de pele
e mucosas (DECLAIR e CARMONA., 1994).

Nesta linha, achados citologicos e histologicos revelaram uma evidente
abreviagcdo no processo de reepitelizagao de tecidos, sinalizando que os acidos
graxos essenciais (AGE), presentes em grande quantidade no o6leo de girassol,
participariam também com ag¢des tdpicas, e ndo somente pela via sistémica (BURR e
BURR., 1979).

Sua composicao fisico-quimica € a de um o6leo claro, levemente amarelado,
com pH entre 6 e 6,3 (pH correspondente ao extrato oleoso extraido a frio), com
padrées organolépticos palataveis, tendo um odor suave. Possui em sua
composi¢cado bromatolégica média: acido linolénico 0,1%, acido linoléico 0,2%, acido
oléico 21,3%, acido palmitico 6,4%, acido estearico 1,3%, vitamina E 75mg/100grs
(SHEPHERD e LYNN., 1986). Estes componentes possuem um comprovado efeito
benéfico ao sistema cardiovascular, no combate a radicais livres, como doadores de

AGE (acidos graxos essenciais), o que denota todo seu efeito sistémico sobre a
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manutencéo e integridade de tecidos cutédneos, em especial da pele, mucosas e
pélos de pequenos animais (VAN DORP., 1990).

2.1 ACAO CELULAR DO OLEO DE GIRASSOL

A agao exercida pelo 6leo de girassol sobre a pele é a da formagao de tecido
de granulagdo, provavelmente secundario as suas agdes quimioterapicas
promotoras de diferenciacdo epidérmica e consequente cicatrizagdo. Podemos
descrever o processo de reparacao tecidual em uma determinada sequéncia de
eventos, incluindo a indugdo ao processo inflamatério agudo pela prépria leséo,
regeneracdo das células parenquimatosas, migracdo e proliferacdo do tecido
cognitivo e componentes parenquimatosos, colagenizagdo e aquisi¢ao de forga
tensional. Este processo fisiologico pode ser dividido em trés fases: inflamatéria,
proliferativa e remodeladora. A resposta inflamatdria esta diretamente ligada ao
processo de reparagao tecidual. Na verdade, o processo de reparagao inicia-se
durante a fase inicial da resposta inflamatéria. Os sinais classicos da inflamacao
caracterizam-se por rubor, calor, dor, tumor e perda de fungao. A resposta fisiolégica
inclui migracdo e adesao leucocitaria, vasodilatagdo, quimiotaxia de neutrofilos e
macrofagos, fagocitose, liberagdo de fatores de crescimento e liberacdo de
eicosanoides, os quais sao derivados dos acidos graxos essenciais (MILLER.,1996).

Os eicosanodides s&o considerados mediadores inflamatorios que estimulam a
resposta inflamatéria, como a vasodilatagdo e agregacédo plaquetaria, e também
atuam como agentes quimiotaxicos, os quais sao componentes indutores da
resposta quimiotaxica e da mobilidade de polimorfonucleados (PMNs), mais
especificamente dos leucocitos (KOCH et al., 1974). A liberacdo de produtos
inflamatdrios pelo sistema de complemento e a ativacdo de plaquetas e células
endoteliais contribuem para o recrutamento de fibroblastos e o inicio da fase
proliferativa (PARRY e CRAIG., 1984).

Macrofagos infiltram-se na ferida, os quais sdo quimiotaticos para o PDGF
(fator de crescimento derivado de plaquetas) e para o PGF-J (fator de crescimento
de plaquetas B) que, por sua vez, contribuem com o recrutamento de fibroblastos

para area da lesdo (PARRY e CRAIG., 1984). Como resultado deste recrutamento e
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proliferagdo, ocorre o acumulo de fibroblastos, os quais s&o regulados pelo FGF
(fator de crescimento do fibroblasto).

Plaquetas, macrofagos e neutréfilos produzem uma série de polipeptidios, ou
fatores de crescimento, que sdo mitogénicos para o fibroblasto e para as células
endoteliais. Estes fatores de crescimento sdo produzidos seguindo a ativagédo da
célula por varios estimulos no ambiente inflamatorio (PARRY e CRAIG., 1984).

A produgéo de IL-1 (interleucina-1) é ativada pelos mondcitos/macrofagos e
exerce importante papel na neovascularizagao e reparacgao tecidual, em colaboragao
com o TNF-o (fator de necrose tumoral -a). Os macréfagos também produzem
PDGF, os quais tém atividade quimiotatica para leucécitos e fibroblastos, além de
promoverem o crescimento dos fibroblastos, que possuem alta afinidade pelos
receptores de proteinoquinase (KOCH et al., 1974).

Macréfagos, FGF, PDGF e TGF-B promovem a atividade angiogénica
necessaria para a formacéo do tecido de granulagdo, da proliferagéo de fibroblastos
e para a formagao da sintese da matriz celular.

E importante lembrar que os fibroblastos s&o responsaveis pela formagéo de
colageno, fibronectina e outros componentes da matriz celular, tendo uma potente
atividade angiogénica. A estimulagdo da sintese da matriz celular pelo fibroblasto,
através da IL-1, TNF e PDGF, leva a reparacao tecidual e a formagao da cicatriz
(GAUGHAN e BURR., 1994).

Segundo (BURR e BURR., 1979), a caréncia crénica de AGE na dieta de
animais promove inumeras alteragcdes epidérmicas, com perda de elasticidade e
capacidade de regeneragcdo e cicatrizagdo. Ja (SHEPERD e LYNN., 1986),
descreveram uma abreviagdo no periodo cicatricial a0 compararmos 0 processo
regenerativo com e sem a utilizagdo topica de AGE. (SINCLAIR., 1989),
descreveram uma dermatose caracteristica, que ocorria devido ao aumento de perda
de fluido intracelular e intersticial, secundaria a uma deficiéncia de AGE; (VAN
DORP., 1990) demonstraram a regressao e cura desta dermatose apenas com a
aplicacao toépica de acido linoléico (AL) sobre as lesbes de pele.

Ao nivel celular, (DECLAIR e CARMONA., 1994) evidenciaram que os AGE
promovem um claro efeito quimiotaxico sobre os tecidos, atraindo leucdcitos e
neutroéfilos ao local lesionado, além de proporcionar um incremento no processo de
neovascularizagdo e angiogénese, condi¢gdes basicas para regenerar tecidos e

debelar agentes infecciosos. Em suma, a acdo dos AGE presentes em grandes
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quantidades no oleo de girassol sobre tecidos epidérmicos podem ser justificadas
pelas suas agdes sobre a regulagdo osmaética ao nivel de membrana celular, sua
acao antioxidante bloqueando a ag¢ao de radicais livres sobre as células
epidérmicas, sua agao facilitatéria sobre o transporte de gorduras transmembrana,
sua acdo imunogena local, devido ao seu efeito quimiotaxico para leucocitos e
neutrofilos, mas principalmente por serem o AGE precursor das substancias
farmacologicamente ativos fundamentais para a realizagdo do processo de
diferenciacdo e divisdo celular, tais como os tromboxanos, prostaciclinas e
prostaglandinas, alterando, consequentemente, fun¢gées imunologicas, resultando

em uma aceleragao no processo de granulacgao tecidual.

2.2 PROPRIEDADES DO ACIDO LINOLEICO

As agdes do acido linoléico sobre o tecido cutaneo e mais precisamente sobre
a granulagao e cicatrizagdo de tecidos cutaneos, foram largamente demonstradas
por (DECLAIR e CARMONA., 1994), em uma série de estudos randomizados,
multicéntricos, duplo-cegos e placebo-controlados, nestes estudos abrangendo um
total de 112 individuos portadores de ulceras cronicas de diferentes etiologias,
objetivou-se verificar a capacidade do acido linoléico (AL) em estimular o tecido de
granulacéo e cicatrizar feridas crénicas e recentes, avaliando também os efeitos
colaterais e a tolerabilidade do paciente ao tratamento. As lesdes tratadas com acido
linoléico mostraram diferenga significativa no desenvolvimento do tecido de
granulagao e cicatrizacdo por ANOVA com p<0,001. Das ulceras tratadas com AL,
100% granularam até a segunda semana e 90,4% cicatrizaram. Das tratadas com
placebo, 1,5% apresentaram tecido de granulagdo na quarta semana e 1,5%
cicatrizaram. Ndo se observou efeito colateral severo e o tratamento foi bem
tolerado.

Dentre o grupo dos acidos graxos essenciais, o linoléico evidencia-se como o
mais efetivo na inducéao cicatricial e reparativa, sendo este composto encontrado em
altas concentragdes no extrato oleoso da semente de girassol extraida a frio, motivo
que norteou sua selecdo como doador natural desta respectiva substancia aos
tecidos cutaneos.
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3 A CORNEA, MORFOLOGIA, AFECGOES, REPARAGAO E CICATRIZAGAO

A cornea de coelhos e caes possuem similaridades. Ambas s&o recoberta por
um filme lacrimal, formando uma janela através da qual a luz penetra o globo. A
cérnea tem cerca de 0,6-0,8mm de espessura e consiste de cinco camadas, sendo
elas: o filme lacrimal, epitélio, estroma, Descemet e endotélio. O epitélio que forma a
camada externa tem a espessura de 7-12 células no centro e é levemente mais fino
na periferia, onde emerge o epitélio conjuntival. Sua camada de células basais
consiste de células epiteliais cubdides que se dividem continuamente. Quando as
células amadurecem e progridem para a superficie (cerca de sete dias), elas se
tornam progressivamente mais planas. As células mais externas do epitélio sédo
células grandes, planas, poligonais com microvilos. A camada mucosa do filme
lacrimal é firmemente ligada a essas células. Vitaminas A e C sdo importantes para
a adesao intercelular. A camada de células basais € separada do estroma por uma
fina membrana basal a qual esta ligada a camada de células basais por
hemidesmossomas (GILGER et al., 1991).

O estroma constitui cerca de 90% da espessura da cornea. Ele é composto
de feixes de fibras de colageno, fibroblastos e substéncia adesiva. As fibras ficam
precisamente paralelas dentro dos feixes, enquanto que os proprios feixes se
cruzam entre si. Posterior ao estroma fica a membrana elastica de Descemet
(membrana limite posterior). O lado interno da cérnea é coberto por uma camada
unica de células, a qual, em razdo das suas propriedades endoteliais, € chamada de
endotélio corneano (HOFFMAN., 1972).

A cornea é provida com uma rede de nervos (ramos sensitivos nao
mielinizados do nervo ciliar longo, que € um ramo da divisdo oftalmica do nervo
trigémeo) que passam para o estroma da esclera. Pequenos ramos, ndo tendo nem
bainha de mielina, nem células de Schwann, penetram entre as células epiteliais
(RASK et al., 1980).

A forma do limbo na maioria dos animais é circular a ovalada horizontal, como
observada nos ungulados. Em cavalos, a cornea perlimbica frequentemente parece
esbranquigada; alguns autores atribuem isso ao ligamento pectineo/sistema
trabecular que nao é totalmente coberto pela esclera. A esclera opaca; que € branca
exceto por alguma pigmentacdo leve na area limbica, forma o restante da tunica

externa do olho. A esclera é mais espessa (1,5mm) na area do plexo venoso, 3-
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10mm atras do limbo, e é mais fina (0,2mm) no equador, tornando-se novamente
espessa quando se aproxima da saida do nervo optico (WALDE., 1983). Com o
objetivo de funcionar como uma janela e como parte de um meio altamente refrativo,
a cornea deve ser transparente. Ela é clara em consequéncia da regularidade das
fibrilas de colageno do estroma com cerca de 81% de hidratacdo e de sua auséncia
de vascularidade. Uma hidratagédo estavel da cornea € determinada principalmente
por um mecanismo de bomba no endotélio. A cornea é relativamente “desidratada”;
quando o endotélio € lesado, a cérnea absorve uma grande quantidade de agua,
gue aumenta sua espessura 3-4 vezes. Quando ha lesao epitelial, a espessura pode
dobrar e o edema é restrito a essa area. A absor¢cdo de agua também distorce a
regularidade das fibrilas, resultando em opacidade irregular e uma superficie
ondulada. Em razdo da auséncia de vasos na cérnea, o recebimento de nutrientes e
a remocao de impurezas ocorrem no limbo e via filme lacrimal e humor aquoso
(UBERREITER., 1961).

Em coelhos observamos uma porgao unica da tunica fibrosa mais externa do
olho, a cornea é transparente e sua maior fungao é refrativa enquanto mantém uma
barreira fisica dura e impermeavel entre o olho e o ambiente. A cornea é exposta
aos perigos ambientais, ja que ela pode manter uma superficie externa lisa
necessaria para a formagado da imagem retiniana. Isto € alcangado pela reposicéo
continua do epitélio superficial e pela manutencdo do filme lacrimal pré-ocular em
sua superficie (com o auxilio do sistema lacrimal e palpebras). Respostas
patolégicas da cornea sdo usualmente associadas a perda de transparéncia.
Felizmente, as doencgas corneanas, em sua maioria sao passiveis de terapia médica
ou cirurgica (GILGER et al., 1991).

Em coelhos e caes, a cornea consiste de epitélio externo, membrana basal,
estroma, membrana de Descemet e endotélio. A transparéncia corneana depende
da auséncia de vasos sanguineos e pigmento de seu epitélio superficial anterior n&o
ceratinizado, da organizagado das camadas do estroma, e do pequeno didmetro das
fibrilas colagenas do estroma. O endotélio corneano utiliza uma bomba fisiologica
ativa para remover e transportar fluido para a camara anterior (SLATTER et al.,
1977). Deste modo, o endotélio corneano regula a hidratagdo da matriz colagena
estromal corneana, a qual fornece resisténcia mecanica. As células endoteliais
normalmente formam um padrdo mosaico hexagonal na membrana de Descemet

(como visto clinicamente pela microscopia especular). Estas células endoteliais, em
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coelhos e caes, em formato hexagonal tendem a se tornar maiores, mas diminuem
em numero com a idade. No c&o jovem, o numero de células endoteliais € em média
2.500 a 2.800 por mm?, em coelhos jovens, em média 2.000 a 2.300 por mm?. Estes
achados sugerem que, semelhante ao gato e primatas ndo-humanos, o cdo e o
coelho tem uma habilidade limitada para a regeneragdo endotelial corneana (e
principalmente em animais jovens). A espessura da cérnea central no cao é 0,558 +
0,076 mm, e a cornea periférica dorsal 0,617 = 0,073 mm, em coelhos, esta
espessura é de 0,328 + 0,046 mm, e a coérnea periférica dorsal, 0,411 £ 0,063 mm
(GILGER et al., 1991).

Ulceracdo corneana € uma das doengas oculares mais comuns no cao.
Ulceras superficiais ndo complicadas cicatrizam rapidamente, e com minima
formacédo de cicatriz. Ulceras profundas complicadas podem prejudicar a visdo por
causa da cicatrizacdo corneana ou, quando ocorre perfuracao corneana, em razao
da formagao de sinéquias anteriores. Ceratite ulcerativa grave pode levar a perda do
olho por causa de endoftalmite, glaucoma, phthisis bulbi ou alguma combinacéo
destes fatores citados (ULRICH et al., 1771). Ulceras corneanas s&o classificadas
pela profundidade do envolvimento corneano (superficial, estromal profunda e
descemetocele) e pela causa (PALSEN et al., 1987).

No caso dos coelhos, ulcera corneana simples/ndo complicada (rasa)
usualmente ocorre secundariamente a um trauma menor, autotraumatismo, uso de
xampus, e até mesmo por anormalidades nos cilios, na estrutura e fungao palpebral
e doencas no filme lacrimal pré-ocular, os quais usualmente se resolvem com
antibidtico topico aplicado trés a quatro vezes ao dia para prevenir infeccao
bacteriana. Em adic&o, atropina 1% €& aplicada para controlar o espasmo do musculo
ciliar e o desconforto ocular associado e para induzir midriase, assim diminuindo a
probabilidade de formagao de sinéquias. Aplicacdo excessiva, no entanto, pode
diminuir a produgdo lacrimal. Preparagbes oftalmicas contendo neomicina,
bacitracina e polimixina B sdo recomendadas. A ulcera deve resolver-se em 2 a 6
dias, caso contrario, deve ser reavaliada na busca de uma causa subjacente néo
detectada ou um fator contribuinte (PALSEN et al., 1987).
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3.1 TRATAMENTOS CLINICOS DAS ULCERAS CORNEANAS

O tratamento clinico das ulceragdes corneanas possui alguns protocolos
fundamentais para a sua efetivacdo, contudo, seguem com protocolos similares
entre as diferentes espécies de animais domésticos. A¢des terapéuticas, tais como a
administracdo de antibidticos de amplo espectro topicos. Alguns sao levemente
epiteliotoxicos; por isso, devem ser administrados em baixa frequéncia (isto €, duas
a trés vezes ao dia). Atropina 1% como um cicloplégico para dor ocular aguda,
usualmente por trés a cinco dias. O desbridamento do epitélio ndo aderido, com ou
sem agentes quimicos. Utilizar aplicadores com ponta de algod&o secos, uma lamina
de bisturi, uma espatula opaca (por exemplo, espatula de Kinura de platina, espatula
de iris), ou uma pinga de dente fino. Apdés a coérnea ter sido topicamente
anestesiada, todo o epitélio solto € removido, normalmente até 1 a 2 mm além da
margem de retencdo de fluoresceina. Por isso, ndo é incomum ter uma area extensa
de epitélio anormal e grande aumento do tamanho da ulcera apds o desbridamento.
Pode haver a necessidade de repetir o desbridamento a cada 3 a 14 dias, mas a
quantidade de epitélio solto deve diminuir a cada remocg¢ao, conforme a ulcera
cicatriza. Agentes utilizados no desbridamento quimico incluem acido tricloroacético,
fenol, tintura de iodo e iodo povidona diluido (GWIN et al., 1983).

Ulceras estromais profundas, no caso dos coelhos, sdo as que atingem mais
que a metade da espessura cornenana e podem ser divididas em progressivas e
ndo-progressivas. Ulceras profundas n&o-progressivas sdo manejadas
medicamentosamente, da mesma maneira que as Ulceras superficiais, mas
possivelmente com um recobrimento conjuntival ou enxerto suturado a margem da
ulcera também. Intervengdo cirurgica é indicada para as ulceras estromais
progressivas, profundas (2/3 a % de perda de estroma), e para descemetoceles
(GWIN et al., 1983). Os procedimentos cirurgicos mais comumente utilizados nestes
casos incluem enxertos e recobrimentos conjuntivais. Procedimentos menos
frequentes incluem a transposi¢ao corneoescleral, adesivos teciduais corneanos e
transplantes de cérnea (WARING et al., 1986).

Adesivo tecidual & base de butilcianoacrilato ® tem sido utilizado no tratamento
de ulceras estromais profundas, descemetoceles, pequenas perfuracbes e ulceras
corneanas refratarias no cido e em coelhos. O procedimento para aplicacdo do
adesivo tecidual envolve anestesia topica (se anestesia geral ndo for usada);
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desbridamento do defeito (conforme necessario); secar o local com swab de
algodao, esponjas de celulose ou com ar quente (isto €, secador de cabelos); aplicar
uma fina camada do adesivo tecidual através de uma agulha de calibre 30; e evitar o
piscar por 15 a 60 segundos (enquanto o cianocrilato solidifica). Deve-se ter o
cuidado de aplicar somente a minima quantidade do adesivo.

Ulceras estromais profundas progressivas em animais domésticos s&o
potencialmente ameacadoras para a visdo e para o bulbo, sendo assim a terapia
deve ser agressiva. Antibioticos sdo frequentemente selecionados com base em
citologia, culturas e antibiograma. Atropina topica 1% é administrada para minimizar
o desconforto do espasmo do musculo ciliar e para prevenir a formacdo de
sinéquias, caso o0 estroma apresentar-se em “melting”, ou seja, em fase de
liquefagdo, langa-se mao de intensa antibioticoterapia tépica (a cada 1-2 horas), e o
espectro do antibidtico deve incluir bacilos gram-negativos, tais como a
Pseudomonas sp. Os antibidticos de escolha sdo a tobramicina ou ciprofloxacina.
Preparagdes anticolagenase topicas, tais como a acetilcisteina, soro sanguineo,
acido etilenodiaminotetracético dissodico (EDTA) e heparina podem ser também
instiladas (MARTIN., 1981).

Um enxerto ou recobrimento conjuntival é indicado para ulceras profundas
progressivas para tratar a doenga corneana de base, fortalecendo a coérnea
enfraquecida e evitando a perda da integridade corneana. Varios tipos de enxertos
conjuntivais estdo disponiveis. O enxerto conjuntival livre € um segmento de
conjuntiva completamente separado de seu suprimento sanguineo e do local doador,
antes de ser transplantado para o local receptor na cdérnea. Recobrimentos
conjuntivais, no entanto, sdo de avango ou rotacionais que retém o maximo de seu
suprimento sanguineo original. Enxertos corneanos utilizando tanto tecido corneano
fresco quanto criopreservado também fornecem suporte e preenchem o defeito,
sendo frequentemente recobertos com um enxerto conjuntival, como observado em
coelhos e cées, (MARTIN., 1981).

Descemetoceles sao ulceras profundas com a membrana de Descemet
exposta e perfuragdo iminente no bulbo. Em coelhos, a descemetocele é uma
emergéncia ocular e requer intervencao cirurgica imediata. Sutura direta tem sido
recomendada para pequenas descemetoceles (didmetro = 3 mm), mas produz um

alto grau de distorgdo corneana (astigmatismo). Uma limitagdo para a sutura
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corneana é que o tecido corneano adjacente pode estar comprometido, edemaciado,
nao sendo forte o suficiente para segurar as suturas. Descemetoceles maiores
requerem enxerto conjuntival, enxertos corneoconjuntivais ou corneoesclerais, ou
ainda um enxerto homégeno corneano para fornecer suporte e apressar a
cicatrizagdo. Desses, 0 enxerto conjuntival ou os recobrimentos s&o as técnicas mais
frequentemente utilizadas (BELLHORN et al., 1967).

Ulceras corneanas sdo freqlientemente, em todas as espécies domésticas, de
origem traumatica. Contudo elas podem ser rapidamente contaminadas por
bactérias. O diagndstico € estabelecido com base na citologia, bem como na cultura
e antibiograma das amostras corneanas. As bactérias mais comuns isoladas de
olhos com doenga externa incluem Staphylococcus sp (39%), Streptococcus sp
(25%), Pseudomonas sp (9,4%), Escherichia coli (4,7%), Corynebacterium sp (3,9%)
e Bacillus cereus (2,4%), (VERWER., 1965). In vitro, a maioria dos Staphylococcus
sp € suscetivel a bacitracina, gentamicina e cefalotina. A maioria dos Streptococcus
sp € suscetivel a cloranfenicol, eritromicina e carbenicilina. Pseudomonas sp é
sensivel a gentamicina, tobramicina e amicacina (VERWER., 1965).

Ceratites ulcerativas agudas com “melting” progressivo requerem vigorosa
terapia topica; antibidticos de amplo espectro apropriados e atropina 1% sao
aplicados. Inicialmente, podera se realizar a limpeza da ulcera com solugao de iodo
povidona (diluida 50:50 em solugéo salina estéril ou colirio). O manejo bem-sucedido
das ulceras em “melting” depende do controle da infecgdo e redugdo do impacto da
colagenase e outras proteases na cornea. A efetividade dos inibidores de
colagenase topicos em Uulceras corneanas no cado € questionavel, mas os
componentes testados até hoje incluem acetilcisteina, citrato de sodio, ascorbato de
sédio, tetraciclinas, peptideos contendo thiol, EDTA calcico, penicilamina, heparina e
soro autogeno. Acetilcisteina e soro sao os principais inibidores de protease usados
clinicamente. Opgdes cirurgicas incluem recobrimentos e enxertos conjuntivais, bem

como transplante de cérnea (CORK et al., 1978).
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32 0 OLEO DE GIRASSOL ASSOCIADO AO CIPROFLOXACINO 0,3% EM
COLIRIO E POMADA OFTALMICA NO TRATAMENTO DE ULCERAS
CORNEANAS EM COELHOS

Apos a analise do retrospecto positivo do extrato oleoso da semente de girassol
sobre a cicatrizagdo de tecidos cutaneos e seus anexos (DECLAIR e CARMONA,,
1994), e de situar-se a grande incidéncia e importancia clinica das ulceras
corneanas nos animais domeésticos, além de revisar-se os protocolos convencionais
mais utilizados no tratamento de ulceras corneanas (GWIN et al., 1983), idealizaram-
se duas formas farmacéuticas que abrangessem as necessidades antibidticas e
facilitadoras do processo cicatricial, sendo estas caracteristicas encontradas em um
colirio e pomada oftalmica a base de 6leo de girassol associado ao ciprofloxacino,
molécula de escolha pelo retrospecto favoravel em uso oftalmolégico (MILLER.,
1996). Objetivou-se através destas preparagdes oftalmologicas estéreis, mensurar,
através de testes clinicos e histopatologicos cabiveis os efeitos reais destas
associagdes farmacoldgicas sobre as ulceragdes corneanas e comparar um grupo
de animais tratados com estas formulagbes a outros dois grupos submetidos a
tratamentos convencionais. O objetivo de utilizarmos o dleo de girassol vai além de
todas as suas caracteristicas como excelente doador de AGES, que como citados
anteriormente, s&o promotores da abreviagdo no periodo de cicatrizagao
caracteristicas outras, tais como a viscosidade e oleosidade inerentes aos
compostos oleosos e pomadas, peculiaridades estas altamente desejaveis em
medicina veterinaria, tendo em vista a eventual dificuldade posoldgica de colirios e
pomadas oftalmicas em animais domésticos. O desenvolvimento do colirio e da
pomada oftalmica utilizados neste estudo respeitou as etapas farmacotécnicas
padronizadas e estabelecidas por (NOGUEIRA et al.,, 1988). O processo
farmacotécnico foi realizado por farmacéutico especialista em manipulagdo, em

laboratoério padréo para farmacia magistral. 4

3(Cola corneana, Tri-Hawk Internacional*, Ophthalmic Nexaband*, CRX Medical*).
* Dermoformulas farmacia de manipulagdo®, Curitiba, PR.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os animais:

Foram utilizadas 64 coelhas (Oryctolagus cuniculus), selecionadas apdés
verificacdo de higidez e auséncia de afecgao ocular prévia. Instaurou-se entdo, um
tratamento prévio com vermifugos e coccidicidas, sendo a ivermectina injetavel °,
utilizada como vermifugo, na dose unica de 0,5 pug subcutdnea em todos os animais,
associada com o sulfametoxazol mais trimetropim injetavel °, na dose uUnica de
10mg/ kg subcutaneo, da mesma forma em todos os animais. Os animais foram
mantidos durante sete dias em processo de quarentena prévia para ambientacéo e
adaptacdo ao ambiente e gaiolas do experimento, sendo que todas as coelhas, com
idade adulta de 6 - 7 meses, e média de peso de 3 kg, todas ndo prenhas. Realizou-
se, por fim, exame coproparasitologico por flutuagdo e verificou-se a inexisténcia de
endoparasitas apos sete dias da dose inicial dos vermifugos ministrados.

Procedimento cirargico:

A producdo da ulceragdo corneana iatrogénica, foi realizada atraves de
procedimento cirurgico, objetivando-se uma lesdo corneana, sendo esta,
padronizada através da delimitacdo subjetiva da distancia da margem pupilar (DMP)
no momento da anestesia, e produzida com auxilio de uma trefina (ver anexos pagina
66, foto 2) de 6 mm. (trefina para punch dermatoldgico adaptada), incisando-se a
coérnea transversalmente ao eixo pupilar. Esta incisdo circular atingiu o estroma
posterior e precedeu-se de uma marcagao corneana prévia, seguida de movimentos
circulares subijetivos, realizados com a trefina, até a visualizagdo da penetragdo em
estroma posterior. Apds a realizagido da incisédo circular, com o auxilio de uma pinga
Adson-Brown e bisturi, escarificou-se o flap corneano delimitado, iniciando-se pelo
bordo as doze horas e seguindo a trajetoria circular do flap delimitado no sentido
horario com auxilio do bisturi com I[amina numero 24, até a liberagdo total do flap
delimitado e a retirada posterior do mesmo resultando deste modo, na producéo da
ulceragcdo corneana padrdo desejada. Este procedimento, realizado sempre pelo
mesmo profissional, foi conduzido sob magnificacdo de 10X em lupa cirurgica,
sendo o0s animais mantidos em jejum prévio de doze horas e submetidos a

anestesia geral e local,

°lvomec®, Hoescht veterinaria, Rio de Janeiro, RJ.
6Borgal®, Hoescht veterinaria, Rio de Janeiro, RJ.
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induzida com a associacdo de quetamina ’

8

, na dose de 2mg/kg intramuscular e
xilazina *, na dose de 10mg/kg intramuscular, aplicadas em intervalos de dois
minutos entre as doses, na musculatura periespinal (musculo longo dorsal), a
anestesia local foi realizada com o uso de colirio anestésico formulado a base de
tetracaina 100mg/ml °, tendo sido instiladas duas gotas padrdo sobre o olho, cinco
minutos antes do inicio da cirurgia. Apds o procedimento cirurgico, administrou-se

uma dose intramuscular de dipirona injetavel

, na dose de 10mg/kg pela via
subcutédnea, com o objetivo de diminuir a dor no pds-operatério, sendo que uma
segunda dose foi ministrada vinte e quatro horas apds a cirurgia. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais padrao para coelhos de granja, nas instalagdes do
hospital veterinario da UFPR, com agua mantida ad libitum, e ragéo industrializada
padrao para coelhos durante todo o periodo do experimento.

O acompanhamento do desenvolvimento da lesdo corneana produzida, foi
realizado diariamente, através de um exame especifico oftalmolégico, de acordo

com MUNGER., (2002).

Protocolo de avaliagao clinica dos animais operados:

Apds o procedimento cirurgico, iniciaram-se as avaliagbes clinicas para a
determinagcdo qualitativa e quantitativa dos tratamentos ministrados e seus
respectivos resultados clinicos. Assim os animais foram avaliados diariamente com
uso de iluminacdo artificial direta, quanto aos seguintes sinais clinicos: fotofobia,
blefaroespasmo, quemose, hiperemia conjuntival, edema corneano,
secrecao/infecgdo, tecido linféide, pannus oftalmico, Tyndall e finalizando a
avaliacdo com o teste de fluoresceina. A escala de avaliagdo seguiu o parametro
subjetivo de avaliagdo 0 — ausente; 1 — leve; 2 — moderado; 3 — intenso; 4 — muito
intenso; 5 — grave (MUNGER., 2002).

" Quetalar®, Virbac satide animal, Sdo Paulo, SP.
® Rompun®, Bayer satde animal, Sdo Paulo, SP.
° Anestalcon®, Alcon laboratérios, Sdo Paulo, SP.
'% Novalgina®, Hoescht veterinaria, Rio de Janeiro, RJ.
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Confeccgao das bidpsias:

Ao término dos respectivos periodos avaliados, (7, 14, 21 e 42 dias),
dezesseis animais ao total (33,3%) foram destinados ao exame histopatoldgico,
(provenientes de cada grupo avaliado). O procedimento foi realizado com os animais
anestesiados sob o mesmo protocolo anestésico utilizado na cirurgia, para na
sequUéncia serem eutanasiados com a aplicacdo de 10 ml de cloreto de potassio em
bolus I.V.; Realizou-se entdo, a enucleacao do olho tratado, sendo que os mesmos,
foram fixados em solucdo de Bouin '', com aplicacdo prévia de 0,3 ml do fixador de
Bouin, através de seringa intradérmica padrdo de 1 centimetro cubico descartavel e
estéril, no interior do globo ocular, sendo os globos oculares, na sequéncia da
aplicagao, imersos durante quatro horas no fixador de Bouin, apos este periodo, os
globos oculares foram transferidos para uma solugédo de formol a 10% e mantidos
nesta condicdo até serem remetidos ao laboratério de patologia veterinaria da
UFPR. O tecido para a biopsia corneana foi colhido no laboratério de patologia da
UFPR, sob orientagdo do médico veterinario patologista, através da remocéao
delicada e minuciosa de parte de tecido sadio e parte de tecido doente, (zona de
transicdo) limitando-se ao epitélio-estroma anterior. As colheitas foram realizadas
nos intervalos de 7, 14, 21, e 42 dias, e a partir destas colheitas confeccionaram-se
as laminas para analise histopatolégica.

Preparacgao e avaliagao histopatologica:

Ap0s a colheita e preparo inicial, o material foi conservado em solugéo neutra
de formalina a 10%, para na seqiiéncia, ser enviado ao laboratério', para ser
avaliado sob microscopia de luz com coloracdo de hemotoxilina-eosina e tricrbmica
de Masson. Nesse exame avaliaram-se parametros referentes a edema epitelial e
estromal, presenca de abrasdo e células jovens epiteliais, neoformag¢do vascular,
infiltracdo de leucécitos mono e polimorfonucleares, proliferacdo de fibrécitos e
rearranjo das fibrilas de colageno, observados segundo observagdes descritas por
(SPENCER., 1985) e (MARGOT., 1991). Estes parametros morfologicos foram

avaliados no mesmo padrao utilizado para os sinais clinicos.

"Farmaquimica indUs. e comérc. de prod. quimicos Itda. S&o Paulo, SP.
|nstituto Veterinario de Imagem® (I.V.l.), Sao Paulo, SP.
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Farmacos e doses:

O farmaco utilizado é o extrato purificado da semente de girassol, esterilizado
através de irradiagdo por raio gama. As formas farmacéuticas sdo as de um colirio e
pomada oftalmica contendo 100% de dleo de girassol purificado, dispensando, por
suas caracteristicas fisico-quimicas, correcdo de pH para tornarem-se proximos ao
neutro (pH entre 6 e 7). Contudo necessitou-se realizar uma corregdo de
isotonicidade especifica para se adequarem os niveis de osmolaridade, sendo entao
adicionado o antibidtico quinoldnico ciprofloxacino na proporgéo de 0,3% do total de
cinco mililitros do colirio e cinco gramas da pomada, obtendo uma dispersao durante
a aditivacdo, requerendo no entanto uma frequente agitagdo para manter a
solubilidade do conteudo decantado, ao contrario do observado na pomada
oftalmica, que demonstrou alta solubilidade entre os componentes da férmula. Na
sequéncia, o colirio foi acondicionado em frasco conta-gotas padrao na cor ambar e
a pomada acondicionada em tubo de aluminio. Os farmacos foram formulados em
laboratério de farmacia de manipulagdo padrao '3, previamente lacrados e remetidos
a um laboratério terceirizado '* para a esterilizagéo por radiacéo gama. A dose inicial
do colirio foi a de uma gota padrdao em cada olho iatrogénicamente afetado, com
posologia diaria a cada doze horas, durante sete dias; no caso da pomada oftalmica
a dose foi de um centimetro de pomada aplicado internamente a palpebra inferior a
cada doze horas, durante sete dias. Os animais dos grupos de comparagéo
receberam no tratamento 2, ciprofloxacino 0,3% isolado, na posologia de uma gota
padrao no olho afetado a cada seis horas e no grupo de tratamento 3, os animais
receberam uma gota padrdo a cada seis horas no olho afetado de ciprofloxacino
0,3% associado com sulfato de condroitina 20%; (doses recomendadas pelos

fabricantes),(anexo |, pagina 59).

Determinagao da dose (Doseamento posoldégico do colirio e pomada
oftalmica):

Para determinarmos as doses do colirio e pomada oftalmica a serem
ministradas, realizou-se no pré-experimento um procedimento padrdo no qual se
instilou uma gota padrao do colirio no saco conjuntival e um centimetro de pomada

oftalmica na palpebra inferior dos animais, respectivamente para os dois tratamentos

™ Dermoférmulas farméacia de manipulac&o®, Curitiba, PR
" Embrarad Itda®, S&o Paulo, SP.
"> AKL oftalmica ltda, Sao Paulo, SP
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avaliados, em uma amostra experimental de quatro coelhas para cada forma
farmacéutica, e apds intervalos de seis, doze e vinte e quatro horas, realizaram-se
os testes de embebicdo com tiras de Schirmer'®, para a verificacdo quantitativa e
qualitativa de colirio e pomada oftalmica no saco conjuntival e anexos palpebrais,
resultando assim, nos quatro animais avaliados com a instilagdo do colirio, uma
significativa presenga do mesmo apds doze horas da primeira instilagdo, (sinais de
veiculo oleoso em 90% da extensao das tiras utilizadas), sugerindo que o veiculo
oleoso ainda se mostrava presente no local apds o periodo citado. No caso da
pomada oftalmica, percebeu-se visualmente e confirmou-se com a embebi¢cdo das
tiras de Schirmer nos quatro animais avaliados a presenca de veiculo oleoso apds
dezoito horas da primeira aplicagdo e nos dois casos, por razdes de margem de
seguranga, padronizou-se uma instilagdo a cada doze horas, para o tratamento no
transcorrer do experimento, levando em consideragdo os trabalhos de (GELLAT e
SAMUELSON., 1982), nos quais se determinou uma freqiéncia minima de doze
horas entre as instilagdes de colirios e pomadas oftalmicas no tratamento de ulceras

corneanas em caes, (anexo |, pagina 59).

Etapas do desenvolvimento farmacotécnico:

O desenvolvimento do colirio e da pomada oftalmica seguiu as etapas padrao
citadas por (NOGUEIRA., 1988), sendo avaliados por controle de qualidade em
todas as etapas do processo, o produto final desejado apresentou obrigatoriamente
as seguintes caracteristicas:

Colirio:

- Precisao de composicgao.

- Apresentacgao leitosa decorrente da dilui¢ao do ciprofloxacino 0,3%.

- Isotonicidade adequada.

- pH compativel com o do liquido lacrimal.

- Esterilidade.

- Auséncia de pirdgenos.

Pomada:

- Precisdo na composicéo.

- Apresentagao cremosa com viscosidade de unguento oftalmico.

- Otonicidade adequada.

- pH compativel com o do liquido lacrimal.
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- Esterilidade.

- Auséncia de pirogenos.

Veiculo:

No caso do colirio, o veiculo da preparagao oftalmoldgica escolhido € o dleo
de girassol puro; contudo, por razbes farmacotécnicas relacionadas com a
instabilidade da suspensdo, cogitou-se o uso de adjunvantes, tais como o
propilenoglicol e a agua bidestilada, por suas inUmeras vantagens como a sua
inércia frente a compostos acidos e termolabeis (NORGADO., 1996). No entanto os
adjuvantes foram descartados nas primeiras avaliagbes do veiculo, pois n&o
produziram acréscimo algum a estabilidade da suspensdo, além de diminuir a
viscosidade, e oleosidade desejaveis nesta forma farmacéutica. Optamos assim pelo
uso do dleo puro seguindo o padrdo de diluicdo segundo (NOGUEIRA., 1988). No
caso da pomada oftalmica o veiculo base foi desenvolvido com uma associagéo de
lanolina/ vaselina e éleo de girassol, na proporgéo de 1 para 2, resultando em uma
pomada bastante viscosa, semelhante a um unglento oftalmico, sendo que a
dissolugédo do ciprofloxacino ocorreu com grande facilidade e facil homogeinizagéo
(NOGUEIRA., 1988).

Testes de solubilidade:

No caso do colirio, os testes de solubilidade foram iniciados tendo como
solvente o oOleo de girassol. O teste se realizou da forma tradicional, avaliando a
solubilidade de acordo com a sequéncia desenvolvida por (NORGADO., 1996).
ApOs os testes iniciais, demonstrou-se que o ciprofloxacino era perfeitamente soluvel
em O6leo de girassol, atingindo estabilidade relativa grau trés, portanto, dentro dos
padrdes aceitaveis para farmacos oftalmologicos soluveis em veiculos oleosos, (KIM
E KOUVAS, 1990). Porém a decantagao do precipitado iniciava-se trés minutos apos
a agitacdo do produto para instilagdo, alertando sobre a necessidade de adi¢cao de
um estabilizante. No caso da pomada oftalmica os testes de solubilidade seguiram o
mesmo protocolo e sinalizaram uma perfeita solubilidade entre o ciprofloxacino e o
veiculo desenvolvido. Assim sendo verificou-se a melhor estabilidade da pomada em
comparagao ao colirio.

Esterilidade e preservacgao:

Todas as solugdes oftalmicas devem ser estéreis e sempre que possivel,
devem conter conservantes adequados para garantir a esterilidade durante o tempo
de uso. As solugdes oftalmicas destinadas ao uso durante a cirurgia ou em olhos
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traumatizados, geralmente ndo contém conservantes porque eles sao irritantes aos
tecidos mais internos dos olhos.

O método de esterilizacdo e preservacao ideal foi evidenciado apds a
realizagdo da sequéncia padréo de testes de esterilidade, seguindo o protocolo de
(PRISTA., 1991).

4.1 METODOS UTILIZADOS PARA ESTERILIZAGAO

Os frascos ambar padrdo e os tubos de aluminio destinados ao
acondicionamento do colirio e pomada oftalmica respectivamente foram previamente
autoclavados e envasados em embalagens plasticas estéreis apos o envase,
procedimento este, realizado em laboratério padrao para manipulagdo de sélidos e
liquidos em farmacia magistral.’® Na seqiiéncia, lacraram-se individualmente os
frascos ambar padréo e lacraram-se os tubos de aluminio e remeteu-se, via sedex, o
material para o laboratério especializado na esterilizacdo de material bioldgico

através de bombardeio por raios gama "’

, método ideal pelo baixo custo, alta
eficacia contra esporos, bactérias e demais agentes infectantes.

Conservantes avaliados:

A conservacdo de uma preparacdo oftalmica requer cuidados de
armazenagem, substancias autoconservativas internas e um manejo adequado entre
as janelas de instilagdo. Assim durante o desenvolvimento do colirio e da pomada
foram testados os seguintes componentes para uma melhor conservagao:

- Cloreto de benzalcénico a 0,13% (€ um dos mais confiaveis, o problema é

sua incompatibilidade com farmacos anibnicos, caracteristica do

ciprofloxacino, descartando assim, o seu uso).

- Cloreto de benzetdnio a 0,01%.

- Clorobutanol a 0,5% (é hidrolisado e decomposto em autoclave ou sob calor

moderado sendo, por isso, ja descartado).

- Acetato de fenilmercurio a 0,004 %.

- Nitrito de fenilmercurio a 0,004%.

- Timerosol a 0,01%.

®Dermoférmulas farmacia de manipulagao®, Curitiba, PR.
""Embrarad Itda®, S&o Paulo, SP.
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Nas concentragdes recomendadas todos os conservantes citados sao
ineficazes contra Pseudomonas aeruginosa (PRISTA., 1991), sendo esta bactéria
colagenolitica o maior problema em conservagao de colirios e pomadas cicatrizantes
de Uulceras corneanas, Verificou-se assim que uma mistura de conservante,
composta por cloreto de benzalcénio 0,01% e 1000 unidades USP de sulfato de
polimixina B por ml de solugao é eficaz para maioria das cepas de Pseudomonas,
nao sendo irritante para o olho. Em algumas preparagdes oftalmicas, emprega-se
uma mistura de cloreto de benzalcénio (0,01%) e etilenodiamino-tetra — acetato
dissodico, de 0,01% a 0,1% com a mesma finalidade. Este ultimo agente é quelante
para metais, tendo a capacidade de tornar as cepas resistentes de Pseudomonas
aeruginosa mais sensiveis ao cloreto de benzalcénio. Como a polimixina B poderia
interferir com o resultado das avaliagbes (acdo antibidtica), optou-se por nao
adicionar conservantes ao colirio e pomada oftalmica, levando em consideragao que
o ciprofloxacino e suas ag¢des in vitro proporcionam um efeito de conservacéao eficaz,
em periodos agudos de uso (PRISTA., 1991). Contudo se o armazenamento do
colirio e pomada oftalmica for por um periodo maior que trés meses, necessita-se de
novos estudos para se desenvolver um conservante eficaz contra fungos e
leveduras.

Isotonicidade:

A isotonicidade €é uma caracteristica fundamental para preparagdes
oftalmoldgicas, assim se uma suspensao ou solugédo for administrada através de
uma membrana que € permeavel, como a da cérnea, as moléculas do solvente e
ndo as moléculas do soluto (membrana semipermeavel) poderdo induzir ao
surgimento de um fendmeno denominado osmose reversa, ou seja, as moléculas do
solvente atravessam a membrana de modo reverso. O que se procura evitar com a
isotonizacado do colirio e da pomada oftalmica € que esse processo ocorra sobre a
cérnea e anexos oculares, pois os mesmos funcionam como membranas
semipermeaveis altamente sensiveis a alteragbes osmoticas locais. Sem esta
caracteristica o colirio e a pomada oftalmica desidratariam a cérnea. Contudo, os
oleos em geral ndo carecem de grandes alteragdes em sua isotonicidade natural,
requerendo uma adequacao bastante discreta ao padrdo ideal de isotonicidade,
(NOGUEIRA., 1988).
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Método de isotonizacao:

Método baseado no equivalente grama de NaCl a 0,9%, tendo este como
agente isotonizante, lembrando que a concentragcdo de NaCl a 0,9% equivale a
pressdo osmotica do sangue e da agua. Assim a isotonicidade foi facilmente
ajustada e atingida ao aditivarmos 0,05% de NaCl para cada frasco de colirio e tubo
de pomada oftalmica.

Tamponamento:

Os tampdes podem ser utilizados em uma solugao oftalmica por um ou todos
0s motivos seguintes:

- Reduzir o desconforto do paciente;

- Garantir a estabilidade do farmaco

- Controlar a atividade terapéutica do medicamento

As lagrimas tém um pH de aproximadamente 7,4; dleo de girassol tem um pH
entre 6 e 6,5, 0 que praticamente descarta a necessidade de uso de um tampé&o ja
que a propria lagrima é uma solugédo tampé&o capaz de suportar o provavel pH final
do colirio e da pomada oftalmica que deveréo ficar entre 5,0 e 6,0 (HILSON., 1991).

Viscosidade e agentes espessantes:

Este item € muito importante no desenvolvimento de um colirio, pois o tempo
de contato do colirio com o olho normalmente é muito pequeno, podendo ser
aumentado com o aumento da viscosidade, (HILSON., 1991). Esse aumento do
tempo de contato €é importantissimo, pois automaticamente aumenta a
biodisponibilidade e o tempo de acdo do medicamento. Os veiculos oleosos sao
ideais no caso de viscosidade, pois normalmente nido necessitam ter a sua
viscosidade alterada por nenhum agente espessante; ja os veiculos aquosos devem
ter sempre a eles associados um agente espessante sendo normalmente este
agente a metilcelulose. Assim, ndo houve necessidade de adicionarmos agentes
espessantes ou alteradores da viscosidade apos os resultados obtidos pela
embebicao das tiras de Schirmer na sequéncia da instilicdo teste do colirio indicando
presenga do colirio no saco conjuntival e anexos, vinte e quatro horas apds a
instilacdo de uma gota padrdo no olho esquerdo dos animais. No caso da pomada
oftalmica a base lanolina/vaselina e 6leo de girassol (1 para 2), produziu um veiculo
altamente viscoso, descartando a necessidade de aditivacdo de agentes
espessantes (HILSON., 1991).
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Biodisponibilidade:

A biodisponibilidade dos colirios e pomadas oftalmicas estdo ligados
diretamente a capacidade que os farmacos possuem de se ligar as proteinas da
lagrima. Quanto maior essa ligagdo, menor sera a quantidade de farmaco que tera
uma boa absorc¢do ocular (COLAGERO., 1994). Cabe lembrar que na maioria das
doencgas, incluindo o glaucoma, a quantidade de proteinas presentes na lagrima esta
aumentada, o que diminui a absor¢cdo do farmaco. Pode o farmaco também sofrer
degradagdo pelas lizozimas presente na lagrima, diminuindo mais ainda a
quantidade de farmaco absorvida (KADDOURA e WILSON., 1996). Assim, este
quesito €& importante apenas para o ciprofloxacino, pois o veiculo restringe suas
acdes apenas a efeitos locais. Nao se realizou teste de biodisponibilidade in vivo,
pois o0 custo é extremamente proibitivo. Mas os resultados terapéuticos obtidos
associados a grande reminiscéncia dos veiculos no local de instilagdo nos sugerem
alta biodisponibilidade, levando em consideracgéao testes realizados com outros 6leos
e pomadas oftalmicas realizados por (KADDOURA e WILSON., 1996).

Acondicionamento:
O acondicionamento foi realizado, no caso do colirio, em frascos de 30ml de
vidro &mbar com conta gotas padrao unido a tampa lacrada. No caso da pomada

oftalmica o acondicionamento foi realizado em tubo de aluminio padréo lacrado.
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5 RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA DOS TRATAMENTOS

Em concordancia aos objetivos gerais e especificos delineados para este

experimento obtivemos os seguintes resultados:

5.1 DESENVOLVIMENTO FARMACOLOGICO

Colirio formulado com 6leo de girassol associado ao ciprofloxacino 0,3%: O
desenvolvimento do colirio obedeceu a todas as etapas farmacotécnicas
obrigatdrias, sob aspectos de seguranga toxicoldgica, esterilidade, padronizagao de
doseamento, e sofreu avaliagdes de controle de qualidade seguindo o protocolo de
(NOGUEIRA., 1988), demonstrando ser um colirio com aparéncia leitosa, odor suave
e pH préximo ao neutro, 6tima acomodacao e aceitagao pelo paciente, sem
demonstrar em nenhum dos animais avaliados sinais de irritagdo, conjuntivite,
prurido, ardéncia, toxicidade local e ou sistémica, com aplicagao facilitada devido ao
veiculo oleoso e altamente aderente a cornea e seus anexos, 6tima tolerabilidade
em todas as fases do tratamento, mesmo no pds-operatério ndo induzia sinais de
desconforto, dor e ou ardéncia na instilacdo. Contudo demonstrou uma excessiva
instabilidade in vitro, necessitando de agitagéo vigorosa e frequente para a
manutengdo da homogeneidade da suspenséo oftalmica estéril. Conclui-se por
conseguinte, que o colirio demonstrou resultados satisfatorios sob o ponto de vista
toxicolégico e terapéutico; ndo apresentou interagées medicamentosas entre os
componentes da férmula in vitro e in vivo, apresentando eficacia terapéutica e
eficacia sob aspectos de bioequivaléncia e biodisponibilidade oftalmicos, mas foi
insatisfatorio sob o ponto de vista farmacotécnico, devido a instabilidade da
suspensao, indicando a necessidade de alteragdo na formulagéo para que se cogite
a exploracgéo industrial do produto, restringindo seu uso para o ambito experimental
e ou hospitalar.

Pomada oftalmica formulada com base de lanolina/vaselina e 6leo de girassol
(1/2) associado ao ciprofloxacino 0,3%: O desenvolvimento da pomada oftalmica
obedeceu a todas as etapas farmacotécnicas obrigatorias, sob aspectos de
seguranga toxicologica, esterilidade, padronizagdo de doseamento e sofreu
avaliacdes de controle de qualidade seguindo o protocolo de (NOGUEIRA., 1988),
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demonstrando ser uma pomada oftalmica com aparéncia cremosa, coloragao
amarelada, odor caracteristico da lanolina e pH préximo ao neutro, a acomodacao foi
a mesma de outras preparagdes oftalmicas em pomada, produzindo provavel
embagcamento da visao por até trinta minutos apds a aplicagéo. A aceitacao e
acomodacao visual aparente demonstrada pelos animais foram similares aos
resultados obtidos por (PEIFFER et al, 1977), no sentido que todos os animais
demonstravam um relativo desconforto a aplicagao, fato ja esperado na aplicagéo de
pomadas oftalmicas, (PEIFFER et al, 1977), desconforto este que persistia por até
trinta minutos apos a aplicagédo, contudo sem demonstrar em nenhum dos animais
avaliados sinais de irritagdo, conjuntivite, prurido, ardéncia, toxicidade local e ou
sistémica, com aplicacao facilitada devido ao veiculo cremoso e altamente aderente
a cérnea e seus anexos, otima tolerabilidade em todas as fases do tratamento;
mesmo no pos-operatorio n&o induzia sinais de desconforto, dor e ou ardéncia na
instilagdo. Conclui-se por conseguinte, que a pomada oftalmica demonstrou
resultados satisfatorios sob o ponto de vista toxicologico e terapéutico, n&o
apresentando interacdes medicamentosas entre os componentes da férmula in vitro
e in vivo, demonstrando ser eficaz terapeuticamente e sob aspectos de
bioequivaléncia e biodisponibilidade oftalmicos, além de resultados satisfatorios sob
o ponto de vista farmacotécnico, devido a étima estabilidade do veiculo, indicando

uma preparacao oftalmica estavel e perfeitamente soluvel entre seus componentes.

5.2 RESULTADOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DOS QUATRO
TRATAMENTOS AVALIADOS.

5.2.1 Grupo 1- Tratamento controle, com ciprofloxacino 0,3% isolado (Ciloxan®).

Foram observados neste grupo, durante o periodo avaliado, sinais de
neovascularizagcdo, presencga de secre¢des moderadas. Sinais de quemose, edema
de cdrnea, presenga de pigmentos, Tyndall positivo e alteragées em tecido linféide,
foram verificados com graus moderados a severos até o sétimo dia de avaliagao
quando tenderam a desaparecer ou tornarem-se discretos. Contudo o
blefaroespasmo e hiperemia conjuntival estavam presentes durante os quatro

primeiros dias em grau acentuado, evoluindo para grau leve a moderado a partir do



35

quinto dia até o sétimo dia de avaliagdo. O teste de fluoresceina positivo foi
observado até o quinto dia, em média, neste grupo de animais. Ocorreu também
uma opacidade local restrita a area ceratectomizada, que permaneceu por todo o
tratamento, sendo mais discreta apds o décimo quarto dia de avaliagdo. Este grupo
demorou claramente mais tempo para a cicatrizacdo das ulceras produzidas do que
0os outros dois grupos, sinalizando a importancia do veiculo adequado na
cicatrizacido de ulceragdes corneanas.

Nos cortes histolégicos, observamos no sétimo dia que na camada epitelial
apresentavam-se grande quantidade de células jovens, edema e células
descamadas e areas de abras&o. Pode-se observar também intensa desorganizagéo
lamelar e edema estromal intenso, assim como intensa proliferacdo de fibrécitos e
fibrilas de colageno. Nos cortes do décimo quarto dia, observaram-se alteragdes
semelhantes ao do grupo anterior (sete dias), contudo com intensidade menor nas
areas de descamagao e desorganizagao lamelar, mas muito mais intensa em
comparacgao aos outros dois tratamentos avaliados. Os cortes realizados com 21 e
42 dias praticamente ja demonstravam uma estrutura celular reorganizada e
cicatrizada n&o havendo diferenga significativa entre os cortes histologicos destes
dois grupos avaliados. No entanto foi observado ainda aos 42 dias a presenga de
células jovens e discreto edema intersticial, com organizagao de fibrilas de colageno
e fibrécitos bem estabelecida.

Como o teste de fluoresceina foi o parametro principal da avaliagdo podemos
verificar que o colirio formulado com ciprofloxacino isoladamente (controle) demorou

30% a mais de tempo para cicatrizar a ulceragdo que os outros dois grupos tratados.

5.2.2 Grupo 2 - Tratamento com ciprofloxacino 0,3% associado ao sulfato de
condroitina 20% (Ciprovet®).

Foram observados neste grupo, durante o periodo avaliado, sinais de
neovascularizagdo (Pannus) e presenga de secregdes, além de Tyndall positivo e
presenga de pigmentos. Porém sinais de quemose, edema de cdrnea e alteragdes
em tecido linféide, foram verificados com graus moderados até o sexto dia de
avaliacdo quando tenderam a desaparecer ou tornarem-se discretos. Contudo o

blefaroespasmo e hiperemia conjuntival estavam presentes durante os trés primeiros
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dias em grau acentuado, evoluindo para grau leve a moderado a partir do quarto dia
até o sétimo dia de avaliagcédo. O teste de fluoresceina positivo foi observado até o
quarto dia, em média neste grupo de animais. Ocorreu também uma opacidade local
restrita a area ceratectomizada que permaneceu por todo o tratamento, sendo mais
discreta apds o décimo quarto dia de avaliagdo. Este grupo demorou claramente
menos tempo para a cicatrizagdo das Uulceras produzidas do que o grupo
ciprofloxacino isolado (controle) e discretamente mais tempo para a cicatrizagdo da
ulcera em comparagdo ao grupo ciprofloxacino + girassol, observavel apenas
clinicamente, porém obtendo resultados similares nos testes estatisticos e
histolégicos, sinalizando a importédncia do veiculo adequado na cicatrizagdo de
ulceragbes corneanas.

Nos cortes histolégicos, observamos no sétimo dia que na camada epitelial
apresentavam-se moderada quantidade de células jovens, discreto edema e células
descamadas. Porém intensas areas de abrasao puderam ser observadas, também
intensa desorganizagéo lamelar e moderado edema estromal, assim como intensa
proliferagcdo de fibréocitos e fibrilas de colageno. Nos cortes do décimo quarto dia,
observaram-se alteragées semelhantes ao do grupo anterior (sete dias), contudo
com intensidade menor nas areas de descamacao e desorganizagao lamelar, mas,
menos intensas em comparagao ao grupo ciprofloxacino isolado (controle) e similar
ao grupo ciprofloxacino + girassol. Os cortes realizados com 21 e 42 dias
praticamente ja demonstravam uma estrutura celular reorganizada e cicatrizada n&o
havendo diferenga significativa entre os cortes histologicos destes dois grupos
avaliados. Entretanto foi observado ainda aos 42 dias, a presenca discreta de
células jovens e discreto edema intersticial, com organizagao de fibrilas de colageno
e fibrécitos bem estabelecida.

Como o teste de fluoresceina foi o parametro principal da avaliagdo podemos
verificar que o colirio ciprofloxacino + condroitina cicatrizou 30% mais rapidamente
suas ulceras em comparagao ao grupo ciprofloxacino isolado (controle) e apresentou
resultados estatisticos e histolégicos similares ao grupo ciprofloxacino + girassol;
porém clinicamente demonstrou ser discretamente mais lento na remissao dos sinais

clinicos avaliados em comparagao ao grupo em questao.
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5.2.3 Grupo 3 - Tratamento com ciprofloxacino 0,3% associado ao 6leo de girassol.

Foram observados neste grupo, também durante o periodo avaliado sinais de
neovascularizagédo (pannus) e presenga de secregdes, Tyndall positivo e presencga
de pigmentos. Porém sinais de quemose, edema de cornea e alteragdes em tecido
linféide, foram verificados com grau moderado a leve até o quinto dia de avaliagéo
quando tenderam a desaparecer ou tornarem-se discretos. Contudo o
blefaroespasmo e hiperemia conjuntival, assim como nos outros dois grupos,
estavam presentes durante os trés primeiros dias em grau acentuado, evoluindo
para grau leve a moderado a partir do quarto dia até o sétimo dia de avaliagéo. O
teste de fluoresceina positivo foi observado até o quarto dia, em média neste grupo
de animais. Porém houve animais com o teste de fluoresceina negativo no terceiro
dia de tratamento. Ocorreu também uma opacidade local restrita a area
ceratectomizada, que permaneceu por todo o tratamento, sendo mais discreta apds
o décimo quarto dia de avaliagdo. Este grupo demorou claramente menos tempo
para a cicatrizacdo das ulceras produzidas do que o grupo ciprofloxacino isolado
(controle) e discretamente menos tempo para a cicatrizagdo da ulcera em
comparagao ao grupo ciprofloxacino + condroitina, observavel apenas clinicamente,
mas obtendo resultados similares nos testes estatisticos e histologicos, sinalizando a
importancia do veiculo adequado na cicatrizagcado de ulceragdes corneanas.

Nos cortes histolégicos, observamos no sétimo dia, da mesma forma que no
grupo anterior, que na camada epitelial apresentavam-se moderada quantidade de
células jovens, discreto edema e células descamadas. Porém, no caso deste grupo,
menos intensas areas de abrasdo. Podemos observar também moderada
desorganizagcdo lamelar e moderado edema estromal, assim como intensa
proliferagdo de fibrocitos e fibrilas de colageno. Nos cortes do décimo quarto dia, a
exemplo dos grupos anteriores, observaram-se alteragdes semelhantes ao do grupo
anterior (sete dias), contudo com intensidade menor nas areas de descamacao e
desorganizagdo lamelar, mas menos intensa em comparagdo ao grupo
ciprofloxacino isolado e similar ao grupo ciprofloxacino + condroitina. Os cortes
realizados com 21 e 42 dias, a exemplo dos grupos anteriores, praticamente ja
demonstravam uma estrutura celular reorganizada e cicatrizada, ndo havendo
diferenca significativa entre os cortes histoldgicos destes dois grupos avaliados.
Novamente repetindo o observado nos outros grupos, foi visto ainda aos 42 dias a
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presenga discreta de células jovens e discreto edema intersticial, com organizagao
de fibrilas de colageno e fibrocitos bem estabelecida. O grupo ciprofloxacino +
girassol apresentou aos 14 dias, nos cortes histologicos, uma estrutura celular mais
organizada que os dois grupos anteriores, sinalizando uma maior capacidade de
cicatrizagao e reorganizagao celular em detrimento aos outros grupos, com diferenca
minima em relagdo ao grupo ciprofloxacino + condroitina e mais evidenciada com
relagdo ao grupo ciprofloxacino isolado (controle).

Como o teste de fluoresceina foi o parametro principal da avaliagdo podemos
verificar que o colirio ciprofloxacino + girassol cicatrizou 30% mais rapidamente suas
ulceras em comparagado ao grupo ciprofloxacino isolado (controle) e apresentou
resultados estatisticos e histologicos similares ao grupo ciprofloxacino + condroitina,
o qual, clinicamente demonstrou ser discretamente superior na remissdo dos sinais

clinicos avaliados em comparagéo ao grupo em questao.

5.2.4 Grupo 4 - Tratamento com a pomada oftalmica, lanolina / vaselina e éleo de
girassol (1/2) associada ao ciprofloxacino 0,3%.

Foram observados neste grupo resultados muito similares aos do grupo
cirpofloxacino + girassol em colirio durante o periodo avaliado, com sinais de
neovascularizagédo (pannus) e presenga de secregdes, Tyndall positivo e presencga
de pigmentos. Porém sinais de quemose, edema de cornea e alteragdes em tecido
linféide, foram verificados com grau moderado a leve até o quinto dia de avaliagéo
quando tenderam a desaparecer ou tornarem-se discretos. O blefaroespasmo e
hiperemia conjuntival, assim como nos outros dois grupos estavam presentes
durante os trés primeiros dias em grau acentuado, evoluindo para grau leve a
moderado a partir do quarto dia até o sétimo dia de avaliacdo, o teste de
fluoresceina positivo foi observado até o quarto dia, em meédia neste grupo de
animais. Porém houve animais com o teste de fluoresceina negativo no terceiro dia
de tratamento, da mesma forma que o observado no grupo ciprofloxacino + girassol
em colirio. Ocorreu também uma opacidade local restrita a area ceratectomizada,
neste grupo em especial com menor incidéncia que nos anteriores, que permaneceu
por todo o tratamento, sendo mais discreta apos o décimo quarto dia de avaliacao.

Este grupo demorou claramente menos tempo para a cicatrizacdo das ulceras
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produzidas do que o grupo ciprofloxacino isolado (controle) e discretamente menos
tempo para a cicatrizagdo da ulcera em comparagdo ao grupo ciprofloxacino +
condroitina, mas sem diferenga alguma com relagdo ao grupo ciprofloxacino + 6leo
de girassol em colirio, observavel apenas clinicamente, obtendo resultados similares
nos testes estatisticos e histologicos, sinalizando assim como nos outros grupos, a
importancia do veiculo adequado na cicatrizagcado de ulceragdes corneanas.

Nos cortes histologicos, observamos no sétimo dia, da mesma forma que nos
grupos anteriores, que na camada epitelial apresentavam-se moderada quantidade
de células jovens, discreto edema e células descamadas; porém, no caso deste
grupo, menos intensas areas de abrasdo. Podemos observar também moderada
desorganizagdo lamelar e moderado edema estromal, assim como intensa
proliferagdo de fibrécitos e fibrilas de colageno, resultado similar ao obtido no grupo
ciprofloxacino + o6leo de girassol em colirio. Nos cortes do décimo quarto dia, a
exemplo dos grupos anteriores, observaram-se alteragdes semelhantes ao do grupo
anterior (sete dias), contudo com intensidade menor nas areas de descamacao e
desorganizagdo lamelar, mas menos intensa em comparagdo ao grupo
ciprofloxacino isolado (controle) e similar ao grupo ciprofloxacino + condroitina e
similar ao do grupo cipro+ girassol em colirio. Os cortes realizados com 21 e 42 dias,
a exemplo dos grupos anteriores, praticamente ja demonstravam uma estrutura
celular reorganizada e cicatrizada n&o havendo diferenga significativa entre os cortes
histologicos destes dois grupos avaliados. Novamente repetindo o observado nos
outros grupos, foi observado ainda aos 42 dias a presencga discreta de células jovens
e discreto edema intersticial, com organizagéo de fibrilas de colageno e fibrocitos
bem estabelecida. O grupo ciprofloxacino + girassol em colirio apresentou aos 14
dias, nos cortes histologicos, uma estrutura celular mais organizada que os dois
grupos anteriores, sinalizando uma maior capacidade de cicatrizagdo e
reorganizacgao celular em detrimento aos outros grupos, com diferenga minima em
relagdo ao grupo ciprofloxacino + condroitina e mais evidenciada com relagdo ao
grupo ciprofloxacino isolado (controle), resultado similar obtido neste grupo
ciprofloxacino + girassol em pomada oftalmica.

Como o teste de fluoresceina foi o parametro principal da avaliagdo podemos
verificar que o grupo ciprofloxacino + girassol em pomada, assim como o grupo
ciprofloxacino + girassol em colirio cicatrizou 30% mais rapidamente suas ulceras

em comparagao ao grupo ciprofloxacino isolado (controle) e apresentou resultados
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estatisticos e histolégicos similares ao grupo ciprofloxacino + condroitina. Contudo

clinicamente demonstrou ser discretamente superior na remissao dos sinais clinicos

avaliados em comparagéo ao grupo em questao.

5.2.5 Grupo sete dias

Tabela 1 — Evolugcédo dos tratamentos com o parametro do teste de Fluoresceina
em 7 dias de intervalo, sob o protocolo de (MUNGER, 2002).
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Grafico 1 — Evolugdo mediana dos tratamentos para o parametro de avaliagao
clinica do teste de Fluoresceina, segundo o protocolo de (MUNGER, 2002) com

sete dias de intervalo.
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Hipoteses testadas

Ho: Nao existe diferenga significativa entre os tratamentos no teste de
Fluoresceina, entre os grupos analisados.

Hi: Existe diferengca significativa entre os tratamentos no teste de

Fluoresceina, entre os grupos analisados.

Teste de Kruskall-Wallis

Como o objetivo € verificar se existe diferengas entre as amostras para os
tratamentos: Ciprovet, Cipro-Girassol, Cipro-Isolado e Pomada oftalmica significam
diferencas efetivas entre as populacbes, ou se representam apenas varigoes
casuais, que podem ser esperadas entre amostras. O nivel de mensuragao
apresentado na variavel fluoresceina categoria ordinal, com k amostras
independentes, portanto exigéncias minimas satisfeitas para a utilizagao do Teste de
Kruskall-Wallis, € a prova nao-paramétrica mais robusta para k-amostras
independentes. O programa utilizado para as analises foi o SPSS versao 18.0.

kK R?
H:Lz—-’—wvﬂ)
N(N+1) j=1 n_/
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onde K = numero de amostras
n/=numero de casos na amostra |
N= X n;, numero de casos em todas as amostras combinadas

R= soma de postos na amostra (coluna) ;

k
z indica somatorio sobre todas as K amostras (colunas)

J=1

Tabela 2 — Resultados do Teste de Kruskall-Wallis — Grupo 7 dias.

Tratamentos Media do Rank

1] 2 | 3] 4|5 ] 6|7
CIPROVET - 11,50 10,50 11,38 10,13 10,13 9,50
GIRASSOL - 8,38 7,38 6,88 6,75 7,00 5,00
CIPRO-ISOL -- 11,50 12,75 13,25 14,13 14,38 14,50
POMADA - 263 3,38 250 3,00 250 5,00
p-valor - 0,01 0,03 0,00 0,01 0,003 0,004

De acordo com os resultados apresentados na analise, através do teste nao-
paramétrico de Kruskall-Wallis, diferenga significativa foi apresentada a partir do
quinto dia.

Para verificar entre quais tratamentos foram detectadas as diferencas
estatisticas significativas, seguiu-se para a um teste de comparag¢des multiplas, que
complementa o teste de Kruskall-Wallis mostrando assim quais tratamentos diferem
entre si.

Considerando amostras pequenas e 0 mesmo numero de repeti¢cdes, ou seja,
os valores de n iguais, calcula-se para cada par de tratamentos a diferenca.

Onde Q = valor especifico fornecido por tabela Q de Student
K=numero de amostras

N= X n;, numero de casos em todas as amostras combinadas

dm.s=Q %

Obtido a diferenga entre a média dos rank’s dos tratamentos, compara-se
com o valor de d.m.s., considerando diferenga maior que o valor de d.m.s., sendo

significativa.
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Tabela 3 — Teste de d.m.s. — Grupo 7 dias

Diferencas Médias de Rank’s: Dias
d.m.s=8,85 2 | 3] 4] 5 | 6 | 7
|CIPROVET - POMADA| 8,87 7,12 8,88" 7,13 7,63 4,50
| CIPRO-ISOL — POMADA| 8,87 9,37* 9,37* 11,13* 11,88* 9 50*

*Diferenca significativa p<0,05

Resultados

O teste n&o-paramétrico de Kruskall-Wallis, para o grupo 7 dias, detectou
diferenga significativa entre os tratamentos, no segundo ao sexto dia. Na sequéncia
foi aplicado o teste de comparagdes multiplas de soma de rank’s, para identificar

que tratamentos apresentaram melhores resultados.

Concluséo

A conclusao foi de que o tratamento pomada oftalmica e colirio de dleo de
girassol apresentaram os melhores resultados, equivalentes estatisticamente, a
partir do segundo ao sétimo dia. Salvo no terceiro, quinto, sexto e sétimo dias o
colirio ciprovet & estatisticamente equivalente a pomada oftalmica e colirio de 6leo
de girassol. Os resultados menos satisfatorios sdo computados ao grupo
ciprofloxacino isolado (controle).



5.2.6 Analise de Grupo 14 dias
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Tabela 4 — Evolucédo dos tratamentos clinicos, sob o quesito de avaliagdo clinica

subsequente ao teste da Fluoresceina em 14 dias de tratamento, sob o protocolo
de (MUNGER, 2002).

Dias
Tratamento| 1 | 2 [ 3[4 [5]6|7[8[9[10[11]12][13]14
CPROVET 5 4 3 2 2 2 0 0 0 0 O 0o o0 o
CIPROVET 5 5 4 4 4 2 1 1 0 0 0 0 0 O
CIPROVET 5 4 3 2 2 1 1 1 0 0 0 O 0 O
CPROVET 5 5 3 3 3 3 1.1 0 0 O O 0 O
Mediana 5,0 4,5 3,0 2,5 2,5 2,0 1,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
GIRASSOL 5 4 3 2 2 1 0 0O 0O O O O o0 O
GIRASSOL 5 4 3 1.1 0 0 0O O O O O o0 O
GIRASSOL 5 4 3 2 2 1 1 1 0 0 0 0 0 O
GIRASSOL 5 4 2 1 1 1 0 0 0 0 0O O 0 O
Mediana 5,0 4,0 3,0 1,5 1,5 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
CIPRO-ISOL 5 4 3 2 2 1 1 0 0 O O O 0 O
CIPRO-ISOL 5 5 4 4 4 2 1 0 0 0 O 0 0 O
CPRO-ISOL 5 5 4 3 3 2 2 1 0 0 O O 0 O
CIPRO-ISOL 5 5 4 3 3 3 2 1 0 0 O 0 0 O
Mediana 5,0 5,0 4,0 3,0 3,0 2,0 1,5 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
POMADA 4 1.2 0 0 O O O O O O O o0 O
POMADA 4 3 1.0 0 O O O O O O O o0 o
POMADA 4 3 2 0 0 O O O O O O O o0 o
POMADA 5 3 2 2 0 0 0 0O O O O O o0 o
Mediana 4,0 3,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Grafico 8 - Evolugdo mediana dos tratamentos, avaliados pelo teste da

fluoresceina em 14 dias de tratamento, sob o protocolo de (MUNGER, 2002).
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Tabela 5 — Resultados do Teste de Kruskall-Wallis — Grupo 14 dias

Média do Rank

Tratamentos

1| 23| 4|56 |7 8
CIPROVET - 10,00 11,00 10,38 11,38 11,63 12,13 9,75
GIRASSOL - 10,00 8,00 7,63 6,50 7,25 6,75 6,25
CIPRO-ISOL - 10,00 12,50 13,13 12,50 12,63 12,13 13,50
POMADA - 400 250 2,88 363 250 3,00 4,50
p-valor - 0,02 0,01 0,01 0,02 0,00 0,01 0,02

*do 9° ao 14° os resultados estabilizaram em todos os tratamentos

De acordo com os resultados apresentados na analise, através do teste nao-
paramétrico de Kruskall-Wallis, ocorreu diferencga significativa apenas no sétimo dia.

Tabela 6— Teste de d.m.s. — Grupo 14 dias

Diferencas Médias de Rank’s: Dias
d.m.s=8,85 2 | 3] 45| 6 | 7] 8
|CIPROVET - POMADA| 6,00 850 7,50 7,75 913* 913* 525
10,00 10,25 8,87 10,13* 9,00*
| CIPRO-ISOL - POMADA| 6,00 * * * 9,13*

*Diferenca significativa p<0,05
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Resultados

O teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis, para o grupo 14 dias, detectou
diferencga significativa entre os tratamentos, no segundo ao oitavo dia. Na sequéncia
foi aplicado o teste de comparagdes multiplas de soma de rank’s, para identificar

que tratamentos apresentaram melhores resultados.

Concluséo

A conclusao foi de que o tratamento pomada oftalmica e colirio de dleo de
girassol apresentaram os melhores resultados, equivalentes estatisticamente, a
partir do terceiro ao oitavo dia. Salvo no terceiro, quarto, quinto e oitavo dias o
tratamento ciprovet é estatisticamente equivalente ao tratamento pomada oftalmica e
ao colirio de 6leo de girassol. Os piores resultados sdo novamente computados ao
colirio de ciprofloxacino isolado (controle).

5.2.7 Andlise dos Grupos 21 e 42 dias:

Estes dois ultimos grupos demonstraram uma variacdo minima de resultados, tendo
em vista que todos os animais avaliados cicatrizaram suas ulceras com periodo igual
ou inferior a 14 dias, assim sendo, mostrou-se desnecessaria sob 0s quesitos
avaliados no experimento, a tabulagao dos referidos dados, assim como a sua

analise pormenorizada.
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6 DISCUSSAO

6.1 COLIRIO EXPERIMENTAL DESENVOLVIDO

Os resultados obtidos ap6s o desenvolvimento do colirio, foram positivos no
sentido terapéutico e toxicolégico, contudo ndo obtiveram éxito no quesito
estabilidade do farmaco. Assim, o O6leo de girassol como veiculo para o
ciprofloxacino, demonstrou ser inerte, no sentido que n&o alterou as caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco tanto in vivo como in vitro, ndo havendo fenbmenos de
interacdo negativa entre os dois componentes. Da mesma forma, ndo se observou
reacdes adversas, tais como irritabilidade local, desconforto a instilacdo, reacdes
alérgicas, desidratagdo corneana, ma absorgdo local ou quaisquer outras
idiossincrasias passiveis de ocorrer em um tratamento experimental com farmacos
da mesma forma experimentais, seguindo os parametros de controle de qualidade
descritos por (NOGUEIRA., 1988). Em suma o colirio carece de aperfeicoamento
farmacotécnico para aumentar a sua estabilidade, para aumentar o tempo de
solubilidade ideal entre os componentes da formula, viabilizando exploragao
comercial do composto. Aspectos farmacoeconémicos, tais como o custo dos
tratamentos, depde a favor a formulacdo magistral, no sentido de ser 27% mais
barata em detrimento as outras duas medicagdes avaliadas. Outro ponto observado
€ que o colirio desenvolvido diminui a frequéncia posolégica minima para o
tratamento das ulceras corneanas em detrimento aos outros dois tratamentos
avaliados e suas respectivas posologias com quatro instilagées diarias, sendo que o

primeiro carece apenas de duas instilagdes diarias.

6.2 A POMADA OFTALMICA EXPERIMENTAL DESENVOLVIDA

Os resultados obtidos ap6s o desenvolvimento da pomada oftalmica, foram
positivos no sentido terapéutico e toxicologico, obtiveram da mesma forma, éxito no
quesito estabilidade do farmaco. Assim, o 6leo de girassol para a composi¢gdo da
pomada oftalmica associado ao ciprofloxacino, demonstrou ser um 6timo
componente inerte para o farmaco, no sentido que n&o alterou as caracteristicas

fisico-quimicas do farmaco tanto in vivo como in vitro, ndo havendo fenébmenos de
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interacdo negativa entre os componentes. Da mesma forma, ndo se observou
reagcées adversas, tais como irritabilidade local, reagbes alérgicas, desidratacéo
corneana, ma absorg¢ao local ou quaisquer outras idiossincrasias passiveis de
ocorrer em um tratamento experimental com farmacos da mesma forma
experimentais, seguindo os parametros de controle de qualidade descritos por
(NOGUEIRA., 1988). Contudo, tratando-se de uma pomada oftalmica foi percebido
um desconforto a aplicacdo que desaparecia apos trinta minutos da instilagcdo. Porém
este tipo de forma farmacéutica classicamente induz desconforto a aplicagéo, tal
como descreveu (PEIFFER et al., 1977), pois o veiculo de base vaselinica tende a
turvar a visdo por alguns minutos até ser absorvido pela cérnea e anexos palpebrais,
(PEIFFER et al.,, 1977). Aspectos farmacoecondémicos, tais como o custo dos
tratamentos, depde a favor a formulagdo magistral também no caso da pomada, no
sentido de ser 50 % mais barata em detrimento as outras duas medicacbes
avaliadas. Outro ponto observado é que a pomada desenvolvida, a exemplo do
colirio, diminui a frequéncia posologica minima para o tratamento das ulceras
corneanas em detrimento aos outros dois tratamentos avaliados e suas respectivas
posologias com quatro instilagdes diarias, sendo que o primeiro carece apenas de
duas instilagbes diarias. Em suma a pomada oftalmica tal como foi desenvolvida,
possui todas as caracteristicas de uma formulagdo merecedora de mais testes
clinicos para qualificarem-na ao processo de produgcdo em escala industrial, sendo
estavel, sem acdes téxicas locais e sistémicas. No caso da produgcdo em laboratério

magistral de estéreis, a pomada qualifica-se como farmacotecnicamente viavel.

6.3 COMPARACAO CLINICA E HISTOPATOLOGICA ENTRE OS QUATRO
TRATAMENTOS DESENVOLVIDOS

Com relagao aos efeitos antibidticos, observamos que ndo houve em nenhum
dos grupos avaliados a sintomatologia de infecgdo bacteriana durante todo o periodo
avaliado. Da mesma forma, o exame do tecido linféide sinalizou uma reagao
inflamatoria discreta em todos os grupos. Pannus oftalmico e avaliagdo da cadmara
posterior (Tyndall) surgiram discretamente em todos os grupos, mas restrita apenas
aos primeiros dias. O aspecto cicatricial foi o quesito com maior diferenciacdo entre
os tratamentos, sendo o grupo ciprofloxacino isolado (controle) aquele com os piores
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resultados, demonstrando a acdo fundamental de um veiculo adequado para a
abreviagdo no periodo de cicatrizacdo da ulcera corneana. Estatisticamente nao
houve diferenga de resultados entre os grupos ciprofloxacino + condroitina e
ciprofloxacino + girassol tanto em colirio como em pomada oftalmica, assim como
nao houve diferenga estatistica sob os aspectos clinicos e histologicos, resultados
que qualificam as formulagées magistrais ao obterem resultados similares a um
tratamento consagrado. No entanto, uma analise pormenorizada do resultado obtido
indica uma abreviagcdo de sintomatologia clinica mais eficaz no grupo ciprofloxacino
+ girassol tanto colirio como pomada oftalmica, principalmente na remissdo de
sintomas como quemose palpebral, edema corneano, e avaliagdo de tecido linfoide,
provavelmente secundario aos efeitos antiinflamatérios dos acidos graxos essenciais
presentes no oleo de girassol (DECLAIR e CARMONA., 1994).

A reepitelizagdo do grupo ciprofloxacino isolado (controle) corroborou os
resultados obtidos por (RAWE., 1992), nos quais se observou cicatrizagdo até o
sétimo dia de avaliagdo, sinalizando que o ciprofloxacino isolado (controle), n&o
altera o periodo de cicatrizagdo. Contudo os grupos ciprofloxacino + candroitina e
ciprofloxacino + girassol em colirio e pomada oftalmica, obtiveram resultados
melhores em comparagdo aos resultados obtidos por (RAWE., 1992), e aos
resultados do grupo ciprofloxacino isolado (controle), sugerindo efeito positivo dos
aditivos presentes nas duas formulagbdes. Os grupos ciprofloxacino + girassol em
colirio e pomada oftalmica obtiveram resultados melhores que os obtidos por
(SPENCER., 1985), nos quais a regeneragdo da coérnea, sem qualquer tipo de
tratamento, ocorreu em sete dias de avaliagdo. Assim pode-se afirmar que os
tratamentos ciprofloxacino + girassol em colirio e pomada oftalmica abreviaram o
periodo de cicatrizacdo corneana em 72 horas, em comparagao aos resultados
obtidos sem quaisquer instilagcbes medicamentosas. A opacidade local restrita
apenas a area ceratectomizada foi observada também por (RAWE., 1992). Esta
opacidade é secundaria ao edema corneano associado a irregularidades das fibrilas
de colageno; todos os grupos apresentaram este sinal clinico, ndo havendo
diferencga entre os quatro tratamentos avaliados.

Histologicamente observa-se que os resultados do grupo ciprofloxacino
isolado (controle) corroboram os resultados de (SPENCER et al.,, 1985) e
(MARGOT., 1991), nos quais se observou nos cortes da camada epitelial uma
grande quantidade de células jovens, edema, células descamadas e areas de
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abrasdo aos sete dias de avaliagdo, sinais estes, também observados nos grupos
ciprofloxacino + condroitina e ciprofloxacino + girassol em colirio e pomada
oftalmica, contudo em menor intensidade. Os grupos ciprofloxacino + girassol em
colirio e pomada oftalmica obtiveram os melhores resultados histologicos. Ao
observarmos a lamina destes grupos aos sete dias de avaliagdo podemos verificar
uma melhor organizagdo e clara regeneragdo da camada epitelial, com poucas
células jovens ao contrario dos resultados de (SPENCER., 1985). Outro ponto de
destaque no grupo ciprofloxacino isolado (controle) é a presencga, tanto no meio intra
como extracelular, de edema proximo a membrana basal, caracterizado pela
coloracdo palida do citoplasma celular e das areas nao preenchidas por epitélio,
resultado similar ao obtido por de (SPENCER., 1985).

Este grupo também apresentou desorganizagao lamelar e edema estromal,
associados a reduzida proliferagao de fibrécitos e fibrilas de colageno, ao contrario
dos outros trés grupos avaliados, assim como a discreta presengca de
neovascularizagcdo e de polimorfonucleares, indicando uma menor formacédo de
tecido cicatricial, caracterizado pela presenca de tecido conectivo com arranjo
irregular, corroboram as informacgdes de (SPENCER., 1985).

(RAWE, 1992) e (LANCE, 1998) relataram uma alta densidade de fibrocitos
proximos a area lesada, principalmente apds os primeiros sete dias da ceratectomia,
como foi observado nos cortes histologicos do grupo ciprofloxacino isolado
(controle), mas em menor proporg¢ao nos grupos restantes.

(LANCE, 1998) observaram a presenga de neutrofilos no estroma anterior,
préximo a area lesada, corroborando os resultados obtidos no grupo ciprofloxacino
isolado (controle) e bem discretamente nos grupos restantes.

Estatisticamente ndo houve diferengas significativas entre os grupos
ciprofloxacino + girassol em colirio e pomada oftalmica e o grupo ciprofloxacino +
condroitina. Houve diferengas significativas entre estes trés grupos e o grupo
ciprofloxacino isolado (controle), no sentido que este ultimo demonstra claramente
sinais de reepitelizacdo mais lenta, maior edema intra e extracelular maior
desorganizacgao lamelar e menor proliferagao de fibrilas de colageno e fibrocitos.

Quanto aos efeitos antibiéticos, observa-se que nédo houve diferengas entre
0os quatro grupos avaliados sugerindo que este quesito obteve igual importancia
clinica sobre os quatro tratamentos e que os mesmos foram efetivos no controle das

infecgbes secundarias.
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Quanto aos resultados obtidos no desenvolvimento experimental de um
colirio, observa-se novamente que foi obtido éxito no que tange a forma
farmacéutica e todas as provas de controle de qualidade indicaram um produto
adequado ao uso clinico em animais, com excelente aceitagdo por parte dos
mesmos, de facil instilacdo, ndo apresentando sinais de reacédo adversa de qualquer
espéecie ou toxicidade local e ou sistémica, contudo, carecendo de aperfeicoamento
farmacotécnico no que concerne a estabilidade da suspensao, tendo em vista que
poucas horas apos a diluigéo ja era perceptivel no fundo do frasco um precipitado de
dificil dissolugdo, necessitando de trinta minutos de agitacdo para atingir a
homogeneidade da suspensdo. No caso do desenvolvimento experimental de uma
pomada oftalmica, observa-se que foi obtido éxito, da mesma forma, no que tange a
forma farmacéutica e todas as provas de controle de qualidade indicaram um
produto adequado ao uso clinico em animais, com um padrdao de aceitacido
compativel aos resultados obtidos com outras pomadas oftalmicas, com facil
instilacdo, nado apresentando sinais de reagdo adversa de qualquer espécie ou
toxicidade local e ou sistémica. Contudo neste caso ndo carecendo de
aperfeicoamento farmacotécnico no que concerne a estabilidade do veiculo, tendo
em vista que este veiculo mostrou-se extremamente estavel e homogéneo durante
todo o periodo de tratamento. O ponto de dificuldade na producido da pomada
oftdlmica, a exemplo do ocorrido com o colirio, € o processo de esterilizacdo muito
dificultado, tendo em vista a necessidade de envio do material para Sdo Paulo a fim
de se obter uma esterilizagcdo adequada e eficaz, desqualificando este produto para
uso em casos de emergéncia. Outro ponto a destacar seria referente ao custo do
tratamento, sendo a pomada oftalmica desenvolvida 50% mais barata em
comparagao aos outros dois tratamentos industriais avaliados.

Quanto aos resultados clinicos e histoldgicos pode-se concluir que os grupos
ciprofloxacino + condroitina e ciprofloxacino + girassol em colirio e pomada oftalmica
foram claramente superiores aos resultados obtidos pelo grupo ciprofloxacino
isolado (controle), indicando que o veiculo e/ou os aditivos farmacoldgicos presentes
nestes grupos, respectivamente o sulfato de condroitina A e os acidos graxos
essenciais, sao fatores fundamentais na abreviacdo do periodo de cicatrizagao das
ulceras corneanas nos coelhos avaliados corroborando os resultados de (WOUK.,
1997) e (YOVICH., 1987), observado em equinos e (DECLAIR e CARMONA., 1994),

na reepitelizagao epidérmica. Clinicamente concluiu-se que os grupos ciprofloxacino
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+ girassol em colirio e pomada oftalmica debelaram com menos tempo toda a
sintomatologia da ulceragdo corneana, em detrimento aos dois grupos restantes.
Porém estatisticamente, esta diferenga ndo se evidenciou com relagdo ao grupo
ciprofloxacino + condroitina, com resultados similares aos de (BUCCI., 1994).
Histologicamente observa-se nos cortes realizados, um panorama reparativo melhor
nos grupos ciprofloxacino + girassol em colirio e pomada oftalmica em detrimento
aos outros dois grupos, com diferengas mais acentuadas em relagdo ao grupo
ciprofloxacino isolado (controle), sendo que o grupo ciprofloxacino + condroitina ndo
diferiu estatisticamente com relagdo aos grupos ciprofloxacino + girassol.

Sob o ponto de vista farmacoecondmico, conclui-se que o produto desenvolvido esta
apto a seguir as etapas padréo para a validagéo terapéutica de um ativo
farmacoldgico, seguindo o protocolo de testes padrao, segundo a RDC 33 da
ANVISA*, podendo ser, apartir dos resultados obtidos, formulado em laboratério

magistral de estéreis.

* Resolugéo da agéncia nacional de vigilancia sanitaria que normatiza as etapas para validagao,
autorizacdo e fabricagdo de medicamentos industriais.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se desta maneira, que o colirio e a pomada oftalmica formulados com
ciprofloxacino associado ao 6leo de girassol apresentaram resultados superiores aos
do grupo ciprofloxacino isolado (controle); e estatisticamente equivalentes aos do
grupo ciprofloxacino associado ao sulfato de condroitina A, no que concerne ao
tempo de cicatrizagdo e remissdo da sintomatologia clinica das ulceragdes
corneanas iatrogenicamente produzidas em coelhos. Conclui-se, da mesma forma,
que os tratamentos desenvolvidos obtiveram resultados superiores aos dos grupos
ciprofloxacino isolado e ciprofloxacino associado ao sulfato de condroitina A, no
quesito diminuigdo da frequéncia posoldgica, reduzindo em 50% a frequéncia de
instilacdo. Considera-se, da mesma maneira, aprovadas as formulacdes
desenvolvidas sob aspectos de toxicidade e tolerabilidade ocular em coelhos.
Portanto considera-se as formulagdes desenvolvidas aptas ao prosseguimento dos
testes de validacdo seguindo o protocolo da ANVISA, no que concerne a sua
autorizacao de fabricacao e futura industrializacdo do produto, e finalmente conclui-
se que as formulagbes desenvolvidas sdo vantajosas sob aspectos
farmacoeconémicos com relagdo aos dois tratamentos comparados (ciprovet® e
ciloxan®), pois seu custo total de tratamento foi significativamente menor do que

seus similares citados.
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Tabela 7 — Posologia dos tratamentos utilizados:

59

Tratamento Posologia Forma Periodo
farmacéutica avaliado

1) Ciloxan® 1 gota de 6 em | colirio 7,14,21e42
6 horas. dias.

2) Ciprovet® 1 gota de seis colirio 7,14,21e42
em seis horas. dias.

3) Girassol+ 1 gota de doze | colirio 7,14,21e42

ciprofloxacino em doze horas. dias.

em colirio.

4) Girassol+ 1 aplicacdo de | Pomada 7,14,21 e42

ciprofloxacino doze em doze | oftalmica. dias.

em pomada. horas.

Tabela 8 - Comparacgao de pregos finais ao consumidor:

Tratamento Custo (R$)
Ciprovet® 56,00*
Ciloxan® 13,46*
Cipro+girassol colirio 8,00
Cipro+girassol pomada 7,40*

* Pregco médio em estabelecimentos comerciais em Curitiba referente ao més 08/2005; custo
total ao final do periodo de 42 dias de tratamento por animal tratado.

Foto 1 : Medicamentos utilizados no experimento:

: CONTE(RD S M

Foto 2: Teste de Schirmer realizado no pré - experimento para doseamento dos
produtos desenvolvidos:
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ANEXO Il

Grafico 2 — Evolugdo mediana dos tratamentos para o parametro de avaliagao
clinica do Tecido Linféide, segundo o protocolo de (MUNGER, 2002), com sete dias

de intervalo.
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Grafico 3 — Evolugdo mediana dos tratamentos para o parametro de avaliagao
clinica da Quemose e Blefaroespasmo, segundo o protocolo de (MUNGER, 2002),

com sete dias de intervalo.
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Grafico 4 — Evolugdo mediana dos tratamentos para o parametro da avaliagao
clinica do Edema corneano, segundo o protocolo de (MUNGER, 2002), com sete

dias de tratamento.

5,00

4,00 +— ‘—d\c\
g 0-———(\
3 —o— CIPROVET
£ 3,00
S —0— GIRASSOL
< e
g 2,00 \ CIPRO-
] o—0—>20 I1SOL
= POMADA

1,00

0,00 T T T T T T —

1 2 3 4 5 6 7
dias

Grafico 5 — Evolugdo mediana dos tratamentos para o parametro de avaliagao
clinica da Camara anterior (Tyndall), segundo o protocolo de (MUNGER, 2002),

com sete dias de intervalo.
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Grafico 6 — Evolugdo mediana dos tratamentos para o parametro de avaliagao
clinica quanto a presenca de infecgdo e ou secregdes, segundo o protocolo de
(MUNGER, 2002), com sete dias de intervalo.
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Grafico 7 — Evolugdo mediana dos tratamentos para o parametro de avaliagao
clinica quanto a presenga de Pannus oftalmico, segundo o protocolo de (MUNGER,

2002), com sete dias de intervalo.

5,00

4,00 -

=—O— CIPROVET

3,00 -
—O— GIRASSOL

2,00 —_— CIPRO-
’(\o\ ISOL
POMADA
1,00

0,00 T T T T T T

Pannus Oftalmico




63

Grafico 9 — Evolugdo mediana dos tratamentos, sob o exame clinico do Tecido
Linféide, em 14 dias de tratamento, sob o protocolo de (MUNGER, 2002).

4 |
-]
= —O0=— CIPROVET
= 34
3 —O— GIRASSOL
=]
= \ CIPRO-
(5]
3]
i

ISOL
POMADA
1 .

O’_V_V_V__!' I T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Grafico 10 — Evolugcdo mediana dos tratamentos, sob o quesito de avaliagcao clinica
da Quemose e Blefaroespasmo em 14 dias de tratamento, sob o protocolo de
(MUNGER, 2002).
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Grafico 11 — Evolugdo mediana dos tratamentos, sob o quesito de avaliagao clinica
do grau de Edema Corneano em 14 dias de tratamento, sob o protocolo de
(MUNGER, 2002).
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Grafico 12 — Evolugcdo mediana dos tratamentos, sob o quesito de avaliagao clinica,
guanto ao exame da Camara anterior e a mensuragao qualitativa e quantitativa
da presenca ou nao de Tyndall, em 14 dias de tratamento, sob o protocolo de
(MUNGER, 2002).
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Grafico 13 — Evolugdo mediana dos tratamentos. Sob a avaliagdo clinica quanto a

presenca de Infecgao-Secre¢oes em 14 dias de tratamento, sob o protocolo de

(MUNGER, 2002).
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Grafico 14 — Evolugcao mediana dos tratamentos, sob o quesito de avaliagao clinica,
quanto a presenca ou ndo de Pannus Oftalmico em 14 dias de tratamento, sob o

protocolo de (MUNGER, 2002).
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Anexo lll

Procedimento cirurgico:

Figura 1A: Animais em quarentena pré-operatoria.
Figura 1B: Material cirurgico utilizado no procedimento.

Figura 2A: Instilagcao de colirio anestésico no pré—opera()rio.
Figura 2B: Globo ocular anestesiado para a demarcagao da D.M.P.

L7

Figura 3A: Seta indicando a demarcacéo subjetiva da distancia da margem pupilar
(DMP) para a incisao.

Figura 3B: Trefinagdo em regido central do globo ocular (ceratectomia)
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Figura 5: Seta indicando &rea ceratectomia finalizada, com anfractuosidades
retiradas na sequéncia do processo cirurgico.

Figura 6: Seta indicando Ulcera corneana corada por fluoresceina 18 horas apés
ceratectomia.
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Avaliacgao clinica do grupo ciprofloxacino isolado (controle):

Figura 7: Seta indicando Uulcera corneana 24 horas (primeiro dia) apods a
ceratectomia, demonstrando grande area corada por fluoresceina, quemose, edema
corneano, blefaroespasmo, fotofobia intensos.

Figura 8: Seta indicando ulcera corneana 48 horas (segundo dia) apdés a
ceratectomia visualizamos uma diminuicdo na quemose palpebral, diminugdo na
area corada pela fluoresceina, contudo, o blefaroespasmo, edema de cdérnea e
fotofobia presentes com moderada intensidade.
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Figura 9: Seta indicando Uulcera corneana 72 horas (Terceiro dia) apds a
ceratectomia, visualizamos pouca alteracdo no quadro clinico do animal em
comparagao ao dia anterior, salvo pela redugdo da fotofobia, blefaroespasmo e
quemose palpebral.

Figura 10: Seta indicando Uulcera corneana 120 horas (quinto dia) apés a
ceratectomia percebemos uma melhora significativa no exame clinico, com redugao
positiva em todos os parametros avaliados, mas com reminiscéncias de
fluoresceina, sinalizando uma cicatrizagao ainda nao finalizada.
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Figura 11: Seta indicando ulcera corneana cicatrizada, com 168 horas (sétimo dia)
apos a ceratectomia, percebemos o teste negativo de fluoresceina e o
desaparecimento dos sinais clinicos avaliados, como mostram os dados, 80% dos
animais cicatrizaram as ulceras com sete dias de tratamento e o restante com até 48
horas apos esta data.

Figura 12: Fotomicrografia corneana do olho tratado com sete dias de avaliagao,
com destaque para o intenso edema estromal (seta 1) e desarranjo lamelar (seta 2),
com maior incidéncia nas proximidades da membrana basal epitelial (seta 3).
(tricromico de Masson, 200X).
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Avaliacgao clinica do grupo ciprofloxacino 0,3% + condroitina 20%:

Figura 13: Seta indicando ulcera corneana 24 horas (primeiro dia) apds a
ceratectomia, demonstrando grande area corada por fluoresceina, quemose intensa,
edema corneano, blefaroespasmo e fotofobia intensos.
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Figura 14: Seta indicando Uulcera corneana 48 horas (segundo dia) apds a
ceratectomia visualizamos uma diminuicdo significativa na area corada pela
fluoresceina e no edema corneano. O blefaroespasmo e fotofobia apresentam-se
diminuidos, contudo percebemos quemose importante presente neste animal.
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Figura 15: Seta indicando Ulcera corneana 72 horas (Terceiro dia) apds a
ceratectomia, visualizamos uma expressiva melhora no quadro clinico do animal em
comparacgao ao dia anterior, contudo o teste de fluoresceina foi positivo em todos os
animais.

D

Figura 16: Seta indicando Ulcera corneana 120 horas (quinto dia) apds a
ceratectomia percebemos uma melhora significativa no exame clinico, com redugao
positiva em todos os parametros avaliados, mas com reminiscéncias de
fluoresceina, sinalizando uma cicatrizagao ainda nao finalizada.
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Figura 17: Seta indicando ulcera corneana cicatrizada, com 168 horas (sétimo dia)
apos a ceratectomia, percebemos o teste negativo de fluoresceina e o
desaparecimento dos sinais clinicos avaliados, como mostram os dados, 60% deste
grupo cicatrizou com seis dias de tratamento, sendo que 100% cicatrizaram com
sete dias de tratamento.

Figura 18: Fotomicrografia corneana do olho tratado com sete dias de avaliacao,
com destaque para o arranjo mais organizado da camada lamelar (seta 1), em
detrimento ao grupo anterior, observa-se uma maior presenca de fibrilas e fibrocitos
na camada epitelial (seta 2). (HE, 200X).
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Avaliacgao clinica do grupo ciprofloxacino 0,3% + 6leo de girassol:

~
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Figura 19: Seta indicando ulcera corneana 24 horas (primeiro dia) apds a
ceratectomia, demonstrando grande area corada por fluoresceina, quemose, edema
corneano, blefaespasmo e fotofobia intensos.

Figura 20: Seta indicando ulcera corneana 48 horas (segundo dia) apds a
ceratectomia visualizamos uma diminuigao significativa na quemose palpebral,
diminuicdo significativa na area corada pela fluoresceina, contudo, estavam
presentes blefaroespasmo e fotofobia, 0 edema de cérnea estava significativamente
diminuido.
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Figura 21: Seta indicando Ulcera corneana 72 horas (Terceiro dia) apds a
ceratectomia, visualizamos uma diminuicdo importante na area corada pela
fluoresceina, neste grupo 40% dos animais apresentaram teste de fluoresceina
negativo ao terceiro dia de tratamento, com diminuigao do blefaroespasmo, quemose
palpebral e fotofobia, auséncia de secre¢des e edema corneano discreto.

Figura 22: Seta indicando Ulcera corneana 120 horas (quinto dia) apds a
ceratectomia percebemos uma melhora significativa no exame clinico, com redugao
positiva em todos os parametros avaliados, neste grupo 90% dos animais
apresentaram teste de fluoresceina negativo ao quinto dia de avaliagdo e
tratamento.



76

Figura 23: Seta indicando ulcera corneana cicatrizada, com 168 horas (sétimo dia)
apos a ceratectomia, percebemos o teste negativo de fluoresceina e o
desaparecimento dos sinais clinicos avaliados, neste grupo todos aos animais
apresentaram teste negativo de fluoresceina no sexto dia de tratamento.

Figura 24: Fotomicrografia corneana do olho tratado com sete dias de avaliacao,
percebemos que existe um epitélio mais bem organizado (seta 1) que nas laminas
anteriores, com arranjo lamelar normalizado (seta 2). (tricrbmico de Masson, 200X).
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Avaliacgao clinica do grupo ciprofloxacino 0,3% + 6leo de girassol em pomada
oftalmica:

Figura 25: Seta indicando Uulcera corneana 24 horas (primeiro dia) apds a
ceratectomia, demonstrando, a exemplo dos grupos anteriores, grande area corada
por fluoresceina, quemose, edema corneano, blefaespasmo e fotofobia intensos.

Figura 26: Seta indicando ulcera corneana 48 horas (segundo dia) apds a
ceratectomia visualizamos uma diminuigao significativa na quemose palpebral,
diminuicdo significativa na area corada pela fluoresceina, contudo, estavam
presentes blefaroespasmo e fotofobia, 0 edema de cérnea estava significativamente
diminuido, a exemplo do grupo anterior.
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Figura 27: Seta indicando Ulcera corneana 72 horas (Terceiro dia) apds a
ceratectomia, visualizamos uma diminuicdo importante na area corada pela
fluoresceina, neste grupo 45% dos animais apresentaram teste de fluoresceina
negativo ao terceiro dia de tratamento, com diminuigéo do blefaroespasmo, quemose
palpebral e fotofobia, auséncia de secregdes e edema corneano discreto, a exemplo
do grupo anterior.

Figura 28: Seta indicando ulcera corneana 120 horas (quinto dia) apds a
ceratectomia percebemos uma melhora significativa no exame clinico, com redugao
positiva em todos os parametros avaliados, neste grupo 100% dos animais
apresentaram teste de fluoresceina negativo ao quinto dia de avaliagdo e
tratamento.
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Figura 29: Seta indicando ulcera corneana cicatrizada, com 168 horas (sétimo dia)
apos a ceratectomia, percebemos o teste negativo de fluoresceina e o
desaparecimento dos sinais clinicos avaliados, neste grupo todos aos animais
apresentaram teste negativo de fluoresceina no quinto dia de tratamento.

Figura 30: Fotomicrografia corneana do olho tratado com sete dias de avaliagao,
com destaque para o arranjo mais organizado da camada lamelar (seta 1), em
detrimento aos grupos anteriores, observa-se uma maior presenca de fibrilas e
fibrécitos na camada epitelial (seta 2). (HE, 200X).
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Figura 31: Fotomicrografias em painel para comparagao multipla de panoramas
reparativos:

Da esquerda para a direita: foto 1 grupo ciprovet; foto 2 grupo pomada; foto 3 grupo colirio
e foto 4 grupo ciprofloxacino isolado aos sete dias de tratamento.
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ANEXO IV

Laudos Anatomo-patologicos:
Dra Claudia Ferreira dos Santos

CRMV-SP 9231

R. Apinagés, 2032 - Pompéia - CEP: 01258-000
Fone: 3672-9440 - Cel. 9916-2741 / 9189-2973

PATOLOGIA GERAL — DERMATOPATOLOGIA - CITOLOGIA - NECROPSIA

HISTORICO DO ANIMAL

Nome: Marcos Batista
Material: Globos oculares de coelho.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
Avaliagao macroscopica:

Globo ocular (frasco 1 - tratamento ciprofloxacino isolado)
Fragmento ovalado de 4,0 x 2,5 cm, recoberto com pele e pélos. Ao corte,
consisténcia fibro-elastica, esbranqui¢cada e nodular.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO

Avaliagdo macroscépica: Imagens fotograficas.

Técnica histolégica: Hematoxilina & Eosina.

Avaliacdo microscopica:

Camada epitelial anterior formada por epitélio pavimentoso estratificado nao
queratinizado, com area focal na porcdo média de descontinuidade epitelial. Estroma
com dilatag&o vascular e infiltrado inflamatorio composto de células mononucleares
e poucos polimorfonucleares na proximidade da jungdo cérneo-escleral. Reduzida
presenca de celularidade e eosinofilia estromal na por¢cdo corneo-escleral. Nos
cortes da camada epitelial proximo a area de descontinuidade, ocorre uma grande
quantidade de células jovens, edema, células descamadas e areas de abras&o. Na
porcdo meédia perilesional, verifica-se a presenga, tanto no meio intra como
extracelular, de edema proximo a membrana basal, caracterizado pela coloragao
palida do citoplasma celular e das areas nao preenchidas por epitélio. Esta amostra
também apresentou intensa desorganizagdo lamelar proxima a area de
descontinuidade epitelial e edema estromal, associados a reduzida proliferagao de
fibrocitos e fibrilas de colageno. Assim como a presenga de neovascularizagéo e de
polimorfonucleares adjacentes a area de descontinuidade epitelial.
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Dra Claudia Ferreira dos Santos

CRMV-SP 9231

R. Apinagés, 2032 - Pompéia - CEP: 01258-000
Fone: 3672-9440 - Cel. 9916-2741 / 9189-2973

PATOLOGIA GERAL — DERMATOPATOLOGIA - CITOLOGIA - NECROPSIA

HISTORICO DO ANIMAL

Nome: Marcos Batista
Material: Globos oculares de coelho.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
Avaliagao macroscopica:

Globo ocular (frasco 2 - tratamento ciprofloxacino + condroitina A):
Fragmento ovalado de 3,8 x 2,4 cm, recoberto com pele e pélos. Ao corte,
consisténcia fibro-elastica, esbranqui¢cada e nodular.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
Avaliagdo macroscépica: Imagens fotograficas.

Técnica histolégica: Hematoxilina & Eosina.

Avaliacdo microscopica:

Camada epitelial anterior formada por epitélio pavimentoso estratificado nao
queratinizado, com area focal na porcdo média caracteristica de atividade
regenerativa epitelial. Estroma com dilatagdo vascular e infiltrado inflamatorio
composto de células mononucleares e poucos polimorfonucleares na proximidade da
jungado corneo-escleral. Nos cortes da camada epitelial proximo a area de
descontinuidade, ocorre uma grande quantidade de células jovens e células
descamadas. Na por¢cao média per cicatricial, verifica-se a presencga, tanto no meio
intra como extracelular, de discreto edema proximo a membrana basal,
caracterizado pela coloragdo palida do citoplasma celular e das areas nao
preenchidas por epitélio. Esta amostra apresentou discreta desorganizagao lamelar
proxima a area de descontinuidade epitelial, associada a grande proliferagdo de
fibrocitos e fibrilas de colageno. Assim como a discreta presenca de
neovascularizagdo e de polimorfonucleares adjacentes a area de descontinuidade
epitelial.
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Dra Claudia Ferreira dos Santos

CRMV-SP 9231

R. Apinagés, 2032 - Pompéia - CEP: 01258-000
Fone: 3672-9440 - Cel. 9916-2741 / 9189-2973

PATOLOGIA GERAL — DERMATOPATOLOGIA - CITOLOGIA - NECROPSIA

HISTORICO DO ANIMAL

Nome: Marcos Batista
Material: Globos oculares de coelho.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
Avaliagao macroscopica:

Globo ocular (frasco 3 - tratamento ciprofloxacino + girassol colirio)
Fragmento ovalado de 3,8 x 2,0 cm, recoberto com pele e pélos. Ao corte,
consisténcia fibro-elastica, esbranqui¢cada e nodular.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
Avaliagdo macroscépica: Imagens fotograficas.

Técnica histolégica: Hematoxilina & Eosina.

Avaliacdo microscopica:

Camada epitelial anterior formada por epitélio pavimentoso estratificado nao
queratinizado, com area focal na porcdo média caracteristica de atividade
regenerativa epitelial. Estroma com dilatagdo vascular e infiltrado inflamatorio
composto de células mononucleares e poucos polimorfonucleares na proximidade da
jungado corneo-escleral. Nos cortes da camada epitelial proximo a area de
descontinuidade, ocorre uma grande quantidade de células jovens e células
descamadas. Na por¢cao média per cicatricial, verifica-se a presenca, tanto no meio
intra como extracelular, de discreto edema proximo a membrana basal,
caracterizado pela coloragdo palida do citoplasma celular e das areas nao
preenchidas por epitélio. Esta amostra apresentou discreta desorganizagao lamelar
proxima a area de descontinuidade epitelial, associada a grande proliferagdo de
fibrocitos e fibrilas de colageno. Assim como a discreta presenca de
neovascularizagdo e de polimorfonucleares adjacentes a area de descontinuidade
epitelial.
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Dra Claudia Ferreira dos Santos

CRMV-SP 9231

R. Apinagés, 2032 - Pompéia - CEP: 01258-000
Fone: 3672-9440 - Cel. 9916-2741 / 9189-2973

PATOLOGIA GERAL — DERMATOPATOLOGIA - CITOLOGIA - NECROPSIA

HISTORICO DO ANIMAL

Nome: Marcos Batista
Material: Globos oculares de coelho.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
Avaliagao macroscopica:

Globo ocular (frasco 4 - tratamento ciprofloxacino + girassol pomada)
Fragmento ovalado de 3,9 x 2,3 cm, recoberto com pele e pélos. Ao corte,
consisténcia fibro-elastica, esbranqui¢cada e nodular.

LAUDO ANATOMO-PATOLOGICO
Avaliagdo macroscépica: Imagens fotograficas.

Técnica histolégica: Hematoxilina & Eosina.

Avaliacdo microscopica:

Camada epitelial anterior formada por epitélio pavimentoso estratificado nao
queratinizado, com area focal na porcdo média, caracteristica de atividade
regenerativa epitelial. Estroma com dilatagdo vascular e infiltrado inflamatorio
composto de células mononucleares e poucos polimorfonucleares na proximidade da
jungado corneo-escleral. Nos cortes da camada epitelial proximo a area de
descontinuidade, ocorre uma grande quantidade de células jovens e células
descamadas. Na por¢cao média per cicatricial, verifica-se a presencga, tanto no meio
intra como extracelular, de discreto edema proximo a membrana basal,
caracterizado pela coloragdo palida do citoplasma celular e das areas nao
preenchidas por epitélio. Esta amostra apresentou discreta desorganizagao lamelar
proxima a area de descontinuidade epitelial, associada a grande proliferagdo de
fibrocitos e fibrilas de colageno. Assim como a discreta presenca de
neovascularizagdo e de polimorfonucleares adjacentes a area de descontinuidade
epitelial.
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Sao Paulo, 07 de junho de 2005.
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Dra Claudia Ferreira dos Santos

CRMV-SP 9231

R. Apinagés, 2032 - Pompéia - CEP: 01258-000
Fone: 3672-9440 - Cel. 9916-2741 / 9189-2973

PATOLOGIA GERAL — DERMATOPATOLOGIA - CITOLOGIA - NECROPSIA

HISTORICO DO ANIMAL

Nome: Marcos Batista
Material: Globos oculares de coelho.

Comentarios:

Aspectos regenerativos:

As laminas 2, 3 e 4 apresentaram amostras de tecido com minimas diferenciagbes
histolégicas sob aspectos de regeneragao e cicatrizagdo; alamina 1 demonstrou um
tecido com atividade mitotica presente e com a fase inflamatéria intensa, mas com
discreta proliferagdo de fibrilas de colageno e fibrécitos, em detrimento aos grupos
23e4.

Aspectos cicatriciais:

Histologicamente, as l&minas 2,3 e 4 encontram-se em um estagio cicatricial mais
avancgado em detrimento a lamina 1. Em suma, as laminas 2,3 e 4 demonstram um
tecido em estagio mais avangado de reparagdo e cicatrizagdo em comparacgéo a
[amina 1.

Sao Paulo, 07 de junho de 2005.
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